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RESUMEN
La mediación de citosinas en dinucleótidos CpG es la principal modificación
epigenética en mamiferos. El objetivo general de esta tesis fue estudiar el papel que juega esta
modificación en la activación inicial de genes durante el desarrollo. Para ello utilizamos como
modelo la activación de genes específicos de sangre en células madre hematopoiéticas (HSC) y
la expresión de miogenina durante el desarrollo en ratón. Con excepción de las islas CpG, el
ADN en células somáticas está altamente metilado. Sin embargo, hasta el momento no se
conoce el estado basal desde el cual se activan regiones con una densidad baja de CpGs en
células madre. Mediante secuenciación genómica tras el tratamiento con bisulfito sódico hemos
demostrado que varias regiones reguladoras de genes hematopoiéticos se activan
simultáneamente desde un estado desmetilado en al menos una subpoblación de HSC. Por el
contrario, el promotor del gen específico de músculo miogenina se encuentra completamente
metilado en casi todos los clones analizados, aunque en un 8% de ellos los tres CpGs alrededor
de los sitios de unión de factores de transcripción se encuentran sin modificar. Sin embargo, no
hemos detectado expresión de miogenina en HSC. Durante el desarrollo en ratón el promotor de
miogenina se encuentra generalmente metilado en somitas posteriores de embriones de e9.5
(que todavía no expresan el gen), y se desmetila en las somitas más anteriores. La desmetilación
de los tres CpGs alrededor de los sitios de unión de factores de transcripción es completa en
músculo esquelético de ratones neonatos. Dicha desmetilación parece ser previa a la activación
del gen, ya que el número de clones sin modificar en somitas anteriores es mayor al número de
células que expresan miogenina. El promotor de miogenina es hipcrsensible a nueleasas en
células musculares C2C12 diferenciadas, y no se requiere la unión del factor Myf5 a su sitio en
el promotor para la formación de cromatina activa. Sin embargo, Myf5 es necesario para la
expresión del gen. Por otro lado, la mutación de los sitios de unión para proteínas de las familias
MEF2 y Six reduce notablemente la formación del sitio de hipersensibilidad (HS). La
metilación in vitro del promotor disminuye fuertemente el número de células capaces de formar
un sitio HS, aunque en aquellas que se forma el sitio es completamente activo. En conjunto
nuestros resultados apuntan a un papel de la metilación del ADN en restringir la activación
inicial de genes hasta el momento adecuado del desarrollo.
SUMMARY
CpG methylation is the major epigenetic modification in mammals. The overall aim of
this thesis was to investígate the role of this modification in restricting developmental decisions,
using both haematopoietic stem cells (HSC) and miogenin expression during mouse
development as models. With the exception of CpG islands, bulk genomic DNA in somatic
tissues is heavily methylated. However, the methylation status of low CpG regulatory regions in
stem cells had not been studied yet. Bisulfite sequencing of non CpG islands regulatory regions
showed that several haematopoietic-specific genes are simultaneously activated from an
unmethylated state in at least a subpopulation of bonafide HSC. Conversely, the muscle-specific
myogenin promoter was completely methylated in most of the clones, although in 8% of the
cells, all three CpG within the factors binding sites were unmethylated. This demethylation did
not correlated with myogenin expression in any case. During mouse development myogenin
promoter is methylated in e9.5 posterior (non-expressing) somites, but is becoming
demethylated in anterior (expressing) somites. In neonatal muscle tissue the promoter is
completely unmethylated within these sites. The demethylation seems to be previous to gene
activation, as the number of clones fully unmethyated in anterior somites is higher than the
number of myogenin expressing cells. Myogenin promoter is nuclease hypersensitive (HS) in
differentiated C2C12 muscle cells, and the muscle specific factor Myf5 (necessary for
myogenin expression) is not required for chromatin opening. However mutation of Sixl and
MEF2 binding sites within the myogenin promoter measurably reduces HS formation. In viiro
methylation of the promoter strongly decreases the number of cells capablc of forming a HS,
and increases the number of factors needed to obtain a partially open chromatin structure.
Together this data suggest a role for DNA methylation in restricting gene activation until the
right developmental moment.
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INTRODUCCIÓN
Introducción
INTRODUCCIÓN
El interior de una célula eucariota en un organismo pluricelular contiene toda la
información necesaria para el correcto desarrollo de dicho organismo. Esta información
está codificada en la secuencia linear de casi dos metros de largo que constituye el
ADN, el cual se encuentra empaquetado con histonas y otras proteínas formando una
estructura denominada cromatina. Sin embargo, una célula típica humana sólo expresa
unos pocos de los más de 30000 genes que contiene, y tan importante es para el correcto
funcionamiento de la célula decidir qué genes se van a expresar, como mantener el resto
en un estado inactivo. Todo esto se consigue mediante la activación de distintas rutas de
señalización, que dan lugar a la expresión diferencial de genes en cada tejido. Al mismo
tiempo, la célula tiene que ser capaz de "recordar" este patrón de expresión génica y de
transmitírselo a sus células hijas.
Puesto que la secuencia genómica es la misma en todas las células de un
organismo pluricelular (exceptuando las células productoras de anticuerpos y los
linfocitos T en mamíferos), es muy probable que los distintos patrones de expresión
génica en células diferenciadas estén modulados por modificaciones epigenéticas. Éstas
se definen como cambios en la función génica que son heredables por mitosis y/o
meiosis y que no se pueden explicar en términos de cambios en la secuencia de ADN
(Russoetal., 1996).
La forma más común de modificación epigenética en mamíferos es la unión
covalente de un grupo metilo al carbono 5 del anillo de citosina en dinucleótidos CpG.
Para poder comprender bien el papel que juega esta modificación en vertebrados es
necesario explicar alguna de las características de dicho dinucleótido. La primera de
ellas es su rareza. La frecuencia de CpGs en vertebrados es sólo 1/5 de la esperada
según la composición de bases, y esta baja frecuencia es una consecuencia directa de la
segunda característica del dinucleólido, la metilación en posición 5 de las citosinas. En
mamíferos, entre el 60 y 80% de todos los CpG se encuentran metilados, de tal forma
que se pueden distinguir dos fracciones en el genoma: la primera de ellas, con una
densidad baja de CpGs, comprende el 98-99% del genoma. En ella, las citosinas del
dinucleótido CpG están siempre metiladas. La segunda fracción la constituye el 1-2%
restante del genoma, donde la frecuencia de CpGs es alta y además se encuentran libres
de metilación en todos los tejidos del organismo, con excepción de aquellas asociadas a
Introducción
promotores del cromosoma X inactivo, o a secuencias reguladoras de genes que se
inactivan por imprmttng. Estas secuencias fueron detectadas inicialmente en el genoma
de varios vertebrados como fragmentos de ADN capaces de ser digeridos por la enzima
de restricción sensible a metilación Hpall, y se denominaron islas HTF (Hpall tiny
fragments) o islas CpGs (Cooper et al., 1983). Las islas CpGs están asociadas a las
regiones 5' del 50% de los genes en vertebrados, incluyendo todos los genes
constitutivos analizados y el 40% de los genes específicos de tejido (Antequera and
Bird, 1993; Larsenetal., 1992).
Como se menciona anteriormente, parece que la baja densidad de CpGs en el
resto genoma es una consecuencia de la propia metilación de las citosinas. Este
nucleótido tiene una elevada tendencia a la deaminación y por tanto una frecuencia de
mutación mayor que el resto de las bases del ADN. Si la citosina se encuentra
desmetilada, el producto de deaminación es uracilo, el cual es reconocido y eliminado
por la maquinaria de reparación de la célula. Sin embargo, la deaminación de citosinas
metiladas da lugar a timidina, generando apareamientos T/G en el ADN. En estos casos,
las células también son capaces de corregir el apareamiento erróneo, y en el 90% de los
casos se reestablece la secuencia original CpG. Sin embargo, en un 8% de los casos, la
célula corrige el apareamiento en favor de la timidina, dando lugar a dinucleótidos TpG
o CpA (Brown and Jiricny, 1987). Por tanto, en un sentido estricto, las islas CpG no son
secuencias ricas en CpGs, sino que tienen una densidad de este dinucleótidos acorde con
la composición de bases del ADN, mientras que es el resto del genoma el que contiene
una frecuencia anómalamente baja del dinucleótido.
1. PATRÓN DE METILACIÓN DEL ADN DURANTE EL
DESARROLLO EMBRIONARIO EN RATÓN
Como hemos visto, el genoma en mamíferos adultos está generalmente metilado
en la fracción del ADN con una densidad baja de CpGs, mientras que permanece
desmetilado en las secuencias ricas en este dinucleótido. Aunque no está del todo claro
como se alcanza este patrón final de metilación, sabemos que los niveles de metilación
del organismo varían durante el desarrollo embrionario. Utilizando un ensayo
semicuantitativo, (Monk et al., 1987) fueron los primeros en observar un proceso de
desmetilación global en embriones entre los estadios de 8 células y blastocisto, previo a
la implantación del embrión. Observaron también que las células primordiales de la
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línea germinal (PGC) y los oocitos maduros contienen niveles relativamente bajos de
metilación. Este primer indicio de la existencia de diferentes patrones de metilación en
células germinales masculinas y femeninas viene apoyado por los trabajo de Sanford y
cois. (Sanford et al., 1987) y Kafri y cois. (Kafri et al., 1992). En ellos se observó que
varias secuencias están hipometiladas en oocitos e hipermetiladas en esperma.
Las diferencias en el patrón de metilación de los genomas parentales se eliminan
durante los primeros estadios del desarrollo embrionario, de tal forma que se pierde el
patrón de metilación heredado, y en el estadio de 16 células (mórula) se alcanza el nivel
mínimo de metilación del embrión (Kafri et al., 1992).
Sin embargo, la cinética con la que ambos genomas alcanzan este nivel mínimo
de metilación es distinta. Así, el genoma paterno sufre un proceso de desmetilación muy
rápido, en las 4-6 horas siguientes a la fertilización y previo a la primera ronda de
replicacion del ADN, lo que sugiere la existencia de un mecanismo activo de
desmetilación. Mientras tanto, el genoma materno permanece metilado tras la
fertilización o incluso sufre metilación de novo. La selectividad de este proceso puede
venir explicada por el descubrimiento de que durante las primeras etapas de la
embriogénesis el genoma materno y el paterno se localizan en compartimentos distintos
del núcleo celular (Mayer et al., 2000a; Mayer et al., 2000b; Oswald et al., 2000).
A continuación, el embrión sufre un proceso de desmetilación pasiva que afecta
por igual a los dos genomas (Rougier et al., 1998), de tal forma que en cada ronda de
replicacion del ADN el patrón de metilación de la hebra madre no se copia a la hebra
hija. Esto continúa hasta el estadio de blastocisto (día 3.5 del desarrollo embrionario,
e3.5) en el que los niveles de metilación alcanzan un mínimo. Sin embargo la
desmetilación no es completa y los genes regulados por impriming escapan a este
proceso. Una vez que el embrión se implanta en el útero comienza un proceso de
metilación de novo, que dará lugar al patrón de metilación definitivo del organismo
adulto. Este proceso se inicia en las células de la masa interna del blastocisto, y los
niveles de metilación aumentan rápidamente en el ectodermo primitivo que dará lugar al
embrión propiamente dicho. Mientras tanto, las células del trofoblasto y del endodermo
primitivo (que dan lugar a la placenta y al saco de Yolk, respectivamente) permanecen
libres de metilación (Chapman et al., 1984; Rossant et al., 1986; Santos et al., 2002). La
metilación es prácticamente completa en embriones de e6.5 y sólo las islas CpG
(excepto aquellas asociadas al cromosoma X inactivo o a secuencias reguladoras de
genes que se inactivan por imprinting) escapan a esta ola de metilación de novo (Kafri
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et al., 1992). Es en estadios posteriores del desarrollo embrionario cuando muchos
genes específicos de tejido con una densidad baja en CpGs sufren desmetilación
selectiva en aquellas células donde se activa el gen (revisado en Bergman and
Mostoslavsky, 1998; Mostoslavsky and Bergman, 1997).
2. ADN-METILTRANSFERASAS
La transferencia de un grupo metilo procedente de la S-adenosil-L-metionina
(SAM) al carbono 5 del anillo aromático de citosinas viene catalizado por al menos tres
ADN-metiltransferasas (DNMTs) independientes: DNMT1, DNMT3A y DNMT3B. La
reacción, químicamente improbable en solución acuosa, transcurre mediante un
mecanismo bastante inusual, en el que la citosina que va a ser modificada sobresale de
la doble hélice del ADN para introducirse en el sitio activo de la enzima. Una vez ahí,
es activada en el carbono 6 del anillo, lo que provoca la formación de un carbanión en el
carbono 5, que ahora puede atacar el grupo metilo del sustrato (SAM) (Klimasauskas et
al., 1994;Santietal., 1983).
En la figura 1 se muestra la estructura de las DNMTs descritas hasta el
momento.
Dominio regulador Dominio catalítico
DMAP1 PCNA Unión
focos de
replicación
Unión HDACs
DNMT2
Dominio regulador
I IV VI IX X
Dominio catalítico
DNMT3B
Unión HOACs
Fig. 1. Estructura de las ADN metiltransferasas DNMT1, DNMT3A y DNMT3B en
mamíferos, [.a región C-terminal (verde) representa el dominio catalítico y se han señalado en negro los
motivos conservados implicados en la actividad catalítica. DMAP1 y PCNA en DNMT1 indican las
regiones de unión a estas proteínas, y NLS la señal de localización nuclear. Se indica también la región
que dirige a la proteína a focos de replicación y las zonas de interacción con HDACs y pRb. En la región
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media de la proteina existe un dominio rico en cisteinas similar al observado en la proteína de unión a
ADN metilado MBD1, pero distinto a! dominio PHD de DNMT3A y DNMT3B.
2.1. DMNT1 (Metiltransferasa de mantenimiento)
Clonada hace 15 años (Bestor et al., 1988), es la más abundante en células
somáticas. Esta enzima, de 1620 aminoácidos, tiene entre 10 y 40 veces más afinidad
por ADN hemimetilado que por ADN sin metilar (Pradhan et al., 1999) y se localiza
preferentemente en focos de replicación durante la fase S del ciclo celular (Leonhardt et
al., 1992; Liu et al., 1998). Además su expresión está bajo el control del ciclo, siendo
alta en condiciones de proliferación y baja en células postmitóticas (Robertson et al.,
2000b; Szyf et al., 1991). Por todo esto se le considera la metilatransferasa de
mantenimiento, encargada de copiar el patrón de metilación de la hebra madre en la
cadena de ADN recién sintetizada. Como se ve en la figura 1, esta enzima está
constituida por dos dominios principales: el extremo carboxi-terminal, que constituye el
dominio catalítico de la enzima y está conservado en el resto de las metütransferasas, y
el extremo amino-terminal. Este último, de unos 1000 aminoácidos, contiene una señal
de localización nuclear, una secuencia que lo dirige hacia focos de replicación, y un
dominio de unión a Zn rico en cisteinas (CXXC). Recientemente se ha descrito que
DNMT1 puede reprimir la transcripción a través de su extremo N-terminal, en una
función independiente de la actividad metiltransferasa, y debida en parte a su
interacción con proteínas deacetilasas de histonas (HDAC 1 y 2), así como con la
proteína del retinoblastoma (pRb), o el correpresor DMAP1 (DNMT1 Associated
Protein 1) (Fuks et al., 2000; Robertson et al., 2000a; Rountree et al., 2000).
Los ratones homocigotos deficientes en DNMT1 mueren antes de nacer, y los
embriones contienen entre un 10 y un 30% de los niveles normales de 5 metil-citosina
(5me-C) (Leí et al., 1996; Li et al., 1992), indicando que esta proteína es necesaria para
un correcto desarrollo embrionario. Sorprendentemente, las células madre embrionarias
(ES) homocigotas para esta mutación son viables y contienen niveles bajos pero
estables de 5me-C, lo que sugirió por primera vez la existencia de otras
metütransferasas. En embriones de Xenopus, la pérdida de xDNMTl induce apoptosis
mediada por p53.
Existen varias isoformas de DNMT1 en mamíferos, que surgen como resultado
de la utilización de promotores distintos o mediante procesamiento alternativo de los
mensajeros. DNMTls se expresa en células somáticas a partir de un promotor
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constitutivo (Mertineit et al., 1998; Yoder et al., 1997a). En humanos existe un producto
de procesamiento alternativo denominado DNMTlb que también se expresa en células
somáticas. (Bonfils et al., 2000; Hsu et al., 1999). DNMTlo es una isoforma sintetizada
a partir de un promotor alternativo, que carece de los primeros 118 aminoácidos y que
sólo se expresa en oocitos y durante el periodo de preimplantación en embriones.
Ratones deficientes en esta isoforma indican que DNMTlo funciona como
metiltransferasa de mantenimiento exclusivamente en el estadio embrionario de 8
células (Howell et al., 2001; Mertineit et al., 1998). Existe también un promotor
específico de testículo denominado lp, que da lugar a un único transcrito en
espermatocitos (Mertineit et al., 1998), y se ha descubierto además, una isoforma en
músculo cuyo análisis de secuencia indica que es idéntica a la de testículo (Aguirre-
Arteta et al., 2000).
2.2. DMNT3A Y DMNT3B (Metiltransferasas de novó)
Basándose en homologías de secuencia, en 1998 se identificaron tres nuevas
proteínas que podían contener dominios metiltransferasa. La primera de ellas se
denominó DNMT2, y presenta una alta homología con el gen pmtlp de
Schizosaccharomyces pombe (Yoder and Bestor, 1998). Sin embargo, la disrupción de
DNMT2 en células ES de ratón no tuvo ningún efecto en los niveles de metilación de
estas células ni en su capacidad de metilar de novo ADN retroviral (Okano et al.,
1998b). Hasta el momento no se conoce su función, pero se sabe que está conservada en
otros organismos de la escala filogenética, aunque no en todos. Recientemente sin
embargo, se ha observado que también DNMT2, al igual que el resto de las
metiltransferasas, es capaz de asociarse con ADN genómico conteniendo 5-aza-2'-
deoxicitidina, lo que sugeriría que la enzima puede ser activa in vivo (Liu et al., 2003).
Un poco más tarde Okano y cois. (Okano el al., 1998a) clonaron y caracterizaron una
nueva familia de metiltransferasas compuesta por dos genes DNMT3A y DNMT3B.
Estas enzimas se expresan en grandes cantidades en células ES sin diferenciar, mientras
que los niveles son bajos en células somáticas de adultos. Ambas son necesarias para el
correcto desarrollo de ratones, y son las responsables de la ola de metilación de novo
que ocurre durante el desarrollo embrionario en mamíferos, así como de la metilación
de secuencias retrovirales en células ES (Okano et al., 1999). A pesar de pertenecer a la
misma familia, DNMT3A y DNMT3B tienen funciones no solapantes y se ha descrito
que mientras que DNMT3B es necesaria para la metilación de las repeticiones
12
Introducción
centroméricas menores, DNMT3A no juega ningún papel en este proceso. Del mismo
modo, aunque ambas son necesarias para un correcto desarrollo, los ratones
homocigotos dnmt3a-/- llegan a nacer (aunque mueren a las cuatro semanas de edad),
mientras que la deleción dnmt3b-/- causa letalidad durante el desarrollo embrionario.
Sin embargo, el fenotipo del doble mutante es más grave, lo que sugiere que al menos
algunas de sus funciones si son comunes.
Además del dominio catalítico característico de las metiltransferasas, DNMT3A
y DNMT3B contienen un extremo animo-terminal con baja homología de secuencia
entre ellas, con excepción de un dominio rico en cisternas. Este dominio es diferente al
que se encuentra en DNMTl, aunque es homólogo al homeodominio similar al de
plantas (PHD) presente en muchas proteínas asociadas a cromatina. A través de este
dominio DNMT3A interacciona con HDAC1 y es capaz de reprimir transcripción de
forma independiente de su actividad metiltransferasa (Fuks et al., 2001). En humanos la
mutación de DNMT3B está asociada con el síndrome 1CF (¡nmunodefwiency,
Centromeric ineslability. Facial anomalies), una enfermedad autosómica recesiva que
se caracteriza por tener hipometiladas las secuencias de los satélites II y III, principales
componentes de la heterocromatina en los centrómeros (Okano et al, 1998a).
3. MECANISMOS DE DESMETILACIÓN
A pesar de que existen numerosos datos acerca de los mecanismos y enzimas
que controlan la metilación del ADN, las bases moleculares que controlan el proceso
contrario de desmetilación no se conocen bien. Hasta el momento se han propuesto dos
mecanismos generales cuyo resultado final es la sustitución de 5me-citosina por citosina
en la cadena de ADN.
3.1. Desmetilación pasiva
Durante el proceso de replicación del ADN, la metiltransferasa de
mantenimiento DNMTl es la encargada de copiar el patrón de metilación de la hebra
madre en las cadenas recién sintetizadas. Sin embargo, la estructura de la cromatina y
los complejos asociados con actividad transcripcional pueden interferir con la actividad
de DNMTl, dando lugar a una desmetilación progresiva de nucleótidos CpG en cada
ciclo de replicación (revisado en Wolffe et al., 1999). Es posible además que la unión de
factores de transcripción a sus secuencias específicas en el ADN impida el acceso de
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DNMT1 de forma dependiente de secuencia. De acuerdo con esta hipótesis, se ha
descrito que la presencia de los factores de transcripción adecuados en embriones de
Xenopus conducen a una desmetilacion pasiva y dependiente de replicación de
promotores metilados in vitro (Matsuo et al., 1998). Del mismo modo, se ha visto que
los sitios de unión de proteínas como el antigeno de unión nuclear (EBNAI) del virus
de Epstein-Barr en su origen de replicación (Hsieh, 1999) o del represor lacl de
Escherichia coli en el operón lac (lacO) (Lin et al., 2000), dan lugar a un proceso de
desmetilacion en episomas estables. En el caso del operón lacO este fenómeno se ha
observado también en ADN establemente integrado en cromosomas (Han et al., 2001).
En todos estos casos, la desmetilación de la primera hebra de ADN tiene lugar
mediante un proceso pasivo dependiente de replicación, seguido por una desmetilación
activa de la segunda hebra.
3.2. Disimulación activa
A pesar de que eliminar un grupo metilo de citosinas es un proceso
energéticamente desfavorable, que conlleva la ruptura de un enlace C-C o la sustitución
de la base modificada o el nucleótido entero en la cadena de ADN, existen ejemplos
durante el desarrollo que no pueden ser explicados por un mecanismo de desmetilación
pasiva dependiente de replicación. Entre ellos destaca el fenómeno de desmetilación
global que sufre el genoma paterno durante las 4-6 primeras horas tras la fertilización
descrito anteriormente. Además se han descrito varios genes específicos de tejido
capaces de desmetilar sus secuencias reguladoras en las células que expresan el gen, en
ensayos que no permiten la replicación del ADN. Éste es el caso de la desmetilación del
gen de a-actina en mioblastos L8 de rata (Paroush et al., 1990), del gen de 5-cristalino
en células postmitóticas de la lente (Sullivan and Grainger, 1987), del gen de
vitelogenina de pollo (Saluz et al., 1986) o del enhancer del gen de ¡nterleukina 2 en
linfocitos T (Bruniquel and Schwartz, 2003).
Muchos han sidos los esfuerzos por caracterizar la actividad o actividades
enzimáticas responsables de este proceso. Por una parte, se ha descrito un mecanismo
de desmetilación activa en extractos celulares de mioblastos de rata, mediante el cual el
nucleótido entero 5me-C se transfiere a una molécula ARN (Weiss et al., 1996). Un
estudio posterior sin embargo, demostró que la actividad desmetilasa de estos extractos
no es sensible a RNasas como se pensaba inicialmente y sí es sensible a proteasas
(Swisher et al., 1998).
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Otro posible mecanismo para conseguir sustituir 5me-citosina por citosina en la
cadena de ADN es mediante la acción de una glicosilasa 5-metilcitosina que remueva la
base metilada del ADN dejando la deoxirribosa intacta. A continuación la maquinaria
de reparación de la célula añadiría de nuevo la citosina en forma de nucleótido (Jost and
Jost, 1995; Jost et al., 1995). Esta reacción parece estar dirigida por un complejo que
contiene ARN, al menos en embriones de pollo (Jost et al., 1997). La búsqueda de
proteínas con actividad glicosilasa 5-metilcitosina implicó en este proceso a dos
proteínas previamente conocidas. La primera de ellas es TDG, la glicosilasa encargada
de remover la base de pirmidina en apareamientos erróneos T/G o U/T (Zhu et al.,
2000b). La segunda, MBD4, es una proteína con dominio de unión a ADN metilado,
con capacidad también de reparar apareamintos T/G (Zhu et al., 2000a).
Termodinámicamente, la forma más improbable de obtener ADN desmetilado es
mediante ruptura directa del enlace C-C entre el grupo metilo y el C5 del anillo de
citosinas. En 1999 se purificó una fracción a partir de células humanas que cataliza la
reacción de hidrólisis de este grupo metilo, dando lugar a la base sin modificar y
metanol (Ramchandani et al., 1999). Ese mismo año se identificó a la proteína
responsable de dicha actividad como MBD2b, una isoforma de la proteína de unión a
ADN metilado MBD2 que hasta el momento se había relacionado con represión de
secuencias metiladas (Bhattacharya et al., 1999). Sin embargo, los intentos posteriores
de reproducir este resultado en otros laboratorios no han tenido éxito (Ng et al., 1999;
Wadeetal., 1999).
Como vemos, a pesar de que han pasado casi 20 años desde los primeros
experimentos que sugerían la existencia de un mecanismo activo de desmetilación del
ADN, las bases moleculares de este mecanismo permanecen todavía sin identificar
claramente.
4. METILACIÓN DE ADN Y REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN
GÉNICA
Hasta ahora nos hemos centrado en el estudio de los mecanismos que dan lugar
al patrón final de metilación durante el desarrollo. Sin embargo, para poder comprender
el papel que juega en la regulación de distintos procesos biológicos es necesario
explicar como las células interpretan esta modificación epigenética.
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Existen dos mecanismos mediante los cuales la metilación del ADN puede
afectar a la expresión de genes. Por un lado se sabe que esta modificación es capaz de
inhibir directamente la unión de componentes de la maquinaria basal de transcripción o
de algunos factores de transcripción al ADN (Comb and Goodman, 1990; Kass et al.,
1997a; Kasset al., 1997b; Maier et al., 2003; Weih et al., 1991). Sin embargo, éste no es
un mecanismo general, ya que no todos los factores tienen sitios CpG en sus secuencias
de reconocimiento, y no todos los que los tienen ven afectada su unión cuando la
citosina está metilada (Holler et al., 1988). Además sería difícil pensar que la célula ha
desarrollado un mecanismo de metilación global que afecta a la mayoría de los CpG si
sólo fuese necesario modificar aquellos asociados a los sitios de unión de factores de
transcripción.
Por otra parte, evidencias acumuladas a lo largo de los últimos 12 años indican
que la señal de metilación viene interpretada por proteínas que reconocen
selectivamente dinucleótidos CpG metilados. La unión de estas proteínas es capaz de
reclutar complejos con actividad deacetilasa de histonas al ADN metilado, lo que
conduce a una compactación de la cromatina y al silenciamiento de las secuencias
asociadas. Hasta el momento se han descrito cinco proteínas con un dominio de unión a
CpGs metilados: MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 y MBD4, y una sexta, Kaiso, que a
pesar de carecer de este motivo es capaz de unirse a al menos dos CpGs simétricamente
metilados. Todas ellas están representadas en la figura 2.
La primera de estas actividades, descrita en 1989, se denominó MeCPl (Melhyl
CpG Binding Protein I) y es en realidad un complejo multiproteíco de unos 400-800
kDa (Meehan et al., 1989). MeCPl se une a ADN metilado simétricamente en al menos
12 CpGs y es capaz de inactivar genes asociados a islas CpGs in vitro e in vivo (Boyes
and Bird, 1991). MeCP2, por el contrario, consiste en un único polipéptido capaz de
unirse selectivamente a un dinucleótido CpG metilado simétricamente, de forma
independiente de secuencia (Lewis et al., 1992; Nan et al., 1997). MeCP2 es muy
abundante y se localiza en cromosomas en regiones ricas en ADN metilado (Nan et al.,
1998). La proteína contiene dos dominios principales. El dominio de unión a ADN
metilado o MBD (Melhyl CpG Binding Domain) está situado en la región amino-
terminal de la proteina y es necesario y suficiente para dirigir a la proteina hacia los
nucleótidos metilados (Nan et al., 1993; Nan et al., 1996). Es también a través de este
dominio por donde se une a CpG en el contexto de nucleosomas (Chandler et al., 1999).
En la región media de la proteína encontramos un dominio de represión transcripcional
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(TRD), necesario para la represión de la transcripción tanto in vivo como in vitro. A
través de este dominio MeCP2 se asocia con HDAC, con el complejo Sin3 y con
metiltransferasas de la historia H3 (Fuks et al., 2003a; Fuks et al., 2003b; Jones et al.,
1998; Nan et al., 1998). MeCP2 es esencial para el desarrollo embrionario en ratón
(Tate et al., 1996), y mutaciones en este gen en humanos están asociadas al síndrome de
Rett. Ésta es una enfermadad neurológica ligada al cromosoma X que afecta a una entre
10000-22000 niñas al nacer (revisado en (Kriaucionis and Bird, 2003) y que se
caracteriza por dar lugar a un desarrollo normal durante el primer año, seguido por una
regresión severa de las capacidades adquiridas.
MeCP2
MBO1
MBD2
MBD3
•••
Fig. 2. Estructura de las proteínas de unión a ADN mediado identificadas en mamíferos. La
región en azul indica el dominio MBD conservado en las proteínas MeCP2 y MBD1-4. TRD representa
el dominio de represión transen pcional encontrado en MBD I y MeCP2, y CxxCxxCxx la región rica en
cisteinas de MBD1 similar a la que se encuentra en DNMT1. GR representa repeticiones de glicina-
arginina y en morado se sefiala el dominio de MBD4 con actividad glicosilasa y responsable de reparar
apareaminentos erróneos T/G. Kaiso no pertenece a la familia MBD y se une a ADN por la región de
dedos de Zn. Tiene además un dominio POZ implicado en represión transcripcional.
Búsquedas con el dominio de unión a ADN (MBD) de MeCP2 en las bases de
EST condujeron a la identificación de cuatro proteínas que contenían esta secuencia y
que se denominaron MBD 1-4. Todas ellas son más o menos ubicuas, con la excepción
de que las células madre embrionarias (ES) no expresan MBD1 y sólo expresan bajos
niveles de MBD2 (Hendrich and Bird, 1998). Por otro lado, exceptuando el dominio
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homólogo de unión a ADN metilado estas proteínas no tienen apenas homología de
secuencia, aunque algunas de sus funciones son comunes.
La primera en clonarse fue MBD1 (denominada originalmente PCM1) e
inicialmente se pensó que era parte del complejo MeCPl en mamíferos (Cross et al.,
1997). Actualmente se sabe que no forma parte de él, ya que su masa molecular no
coincide con la de los componentes del complejo (Ng et al., 2000). MBD1 reprime
transcripción desde ADN tanto metilado como no metilado y se asocia con complejos
con actividad metilasa de la histona H3 (Suv39h 1 -HP1) (Fujita et al., 2003) y con CAF-
1 (Chromatin Assembly Factor) (Reese et al., 2003). Ratones homocigotos deficientes
en esta proteína tienen fallos en neurogénesis y en la función del hipocampo (Zhao et
al., 2003).
MBD2 y MBD3 son las más parecidas entre sí de la familia, siendo homologas
en un 70% de la secuencia de MBD3. Sin embargo, mientras que MBD2 es un represor
transcripcional que se une específicamente a ADN metilado, la proteínas MBD3 de
ratón y humana no son capaces de unirse a secuencias metiladas (Hendrich and Bird,
1998). MBD2 interacciona específicamente con HDAC1 y es capaz de reclutar al
complejo remodelador de cromatina NuRD a ADN metilado (Zhang et al., 1999).
Además parece que MBD2 es el componente de unión a ADN metilado del complejo
MeCPl (Ng et al., 1999). MBD3 por su parte, forma parte del complejo Mi2/NuRD
(Wade et al., 1999; Zhang et al., 1999), el cual contiene actividad deacetilasa de
histonas. A pesar del alto grado de homología entre ellas, estas dos proteínas no son
redundantes ya que los ratones deficientes en MBD2 son viables y fértiles mientras que
la deficiencia de MBD3 causa letalidad durante el desarrollo embrionario (Hendrich et
al., 2001).
MBD4 es la única proteína de la familia a la que no se ha relacionado con
fenómenos de represión transcripcional y que no está asociada con proteínas
deacetilasas de histonas. Como se ha mencionado anteriormente, contiene actividad
glicosilasa y parece estar implicada en corregir apareamientos erróneos T/G (Hendrich
etal., 1999; Millar et al., 2002).
Recientemente se ha descrito una nueva proteína de unión a ADN metilado que
no contiene el dominio MBD. Kaiso es un represor transcripcional dependiente de
metilación que necesita al menos dos CpG simétricamente metilados en la secuencia
CGCG. Estos primeros estudios parecen indicar que Kaiso es también un componente
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del complejo MeCPI y del complejo correpresor N-CoR (Prokhortchouk et al., 2001;
Yoon et al., 2003).
Por tanto, el nexo de unión entre la mediación del ADN y la represión
transcripcional son las proteínas de unión a ADN metilado. Éstas recluían proteínas con
actividad deacetilasa y remodeladora de nucleosomas capaces de producir una
compactación de la cromatina. Sin embargo, sabemos que la fuerza de unión de las
proteínas con dominios MBD depende de la densidad de citosinas metiladas. Así, la
metilación de secuencias reguladoras con una densidad alta de CpGs, da lugar a una
unión estable de estas proteínas que conduce a la represión del gen. En regiones con una
densidad baja de este dinucleótido, la unión de MBDs es más débil, y la actividad
transcripcional puede reestablecerse en presencia de un enhancer fuerte (Boyes and
Bird, 1992).
5. PAPEL DE LA METILACIÓN DEL ADN EN DIVERSOS PROCESOS
BIOLÓGICOS
Desde un punto de vista funcional, la modificación del ADN por metilación
juega un papel muy importante en varios procesos biológicos, entre ellos la inactivación
del cromosoma X en hembras de mamíferos, el imprinling genómico, o el
silenciamiento de secuencias parásitas. También se ha asociado con la represión de
genes específicos de tejido durante el desarrollo de vertebrados.
S.l. Silenciamiento de secuencias parásitas
El 90% de los residuos de 5me-C en el ADN humano están asociados a
transposones y retrovirus endógenos. Estas secuencias parásitas intragenómicas
representan el 35% del genoma en mamíferos y se ha demostrado que la metilación de
sus promotores conduce a una represión transcripcional e inactivación de estas
secuencias (revisado en Yoder et al., 1997b). Además, embriones de ratones
homocigotos dnmtl , que contienen sólo un 5% de los niveles de esta metilasa y un
30% del nivel total de metilación (Li et al., 1992), son capaces de transcribir retrovirus
de la clase IAP (intercisternal A parücle) (Walsh et al., 1998). Se ha propuesto por
tanto, que la principal función de la metilación del ADN en vertebrados es limitar la
expresión de secuencias parásitas y actuar como un mecanismo de defensa de la célula
huésped (Walsh and Bestor, 1999). Esta función de defensa es similar a la que juega la
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metilación en citosinas en hongos como Neurospora crassa, donde la fracción metilada
del genoma está compuesta exclusivamente de secuencias duplicadas (Selker et al.,
2003), y donde la pérdida de metilación reactiva al menos algunos de estos transposones
(Zhou et al., 2001).
El silenciamiento de transposones es también la principal función de la
metilación del ADN en plantas de la familia de las angiospermas. En ellas la metilación
se produce en el carbono 5 de citosinas en secuencias CpG y CpNpG y afecta al 25% de
las citosinas del genoma. Utilizando técnicas de mapeo a lo largo de todo el genoma en
mutantes de metilación de Arabidopsis se demostró que la cromometilasa-3,
responsable de mantener la metilación en secuencias CpNpG, metila preferentemente
transposones (Tompa et al., 2002). Además se ha observado que la mutación de un gen
capaz de reducir la metilación del ADN en A. thaliana (ddml) es capaz tanto de
reactivar transcripcionalmente transposones como de movilizarlos en el genoma (Miura
et al., 2001; Singer et al., 2001).
Todos estos datos sugieren la posibilidad de que la metilación del ADN surgiese
inicialmente como mecanismo de defensa, aunque el aumento en el tamaño y la
complejidad de los genomas hizo que adquiriese además otras funciones más
especializadas.
5.2. ¡mprinting genómico
El imprinling genómico es un sistema de regulación mediante el cual una serie
de genes se expresan diferencialmente dependiendo del alelo (paterno o materno) de
procedencia. Aunque los mecanismos que conducen a esta expresión monoalélica no se
conocen completamente, se sabe que la metilación diferencial de ambos alelos juega un
papel importante en este proceso (Feil and Khosla, 1999; Li et al., 1993a; L¡ et al.,
1993b; Reik and Dean, 2001). En la mayoría de los casos, aunque no en todos, es el
alelo materno el que está metilado y no se expresa. Este patrón de metilación se
establece en la línea germinal y tras la fertilización se mantiene a lo largo del desarrollo
embrionario, escapando al proceso de desmetilación que sufre el embrión durante el
período previo a la implantación (Howell et al., 2001). Estas diferencias en el
¡mprinting de los alelos sólo se eliminan en las etapas iniciales de la gametogénesis,
para permitir que se reestablezcan adecuadamente en los gametos maduros dependiendo
del sexo del nuevo organismo (revisado en Rand and Cedar, 2003).
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5.3. Inactivación del cromosoma X en hembras de mamíferos
En hembras de mamíferos la compensación de dosis génica se consigue por
medio de la inactivación de uno de los dos cromosomas X, en un proceso que ocurre
muy temprano tras la fertilización. La inactivación se produce al azar en uno de los
cromosomas en el ectodermo primitivo del blastocisto (que dará lugar al embrión
propiamente dicho), mientras que está regulada por imprinting en el tejido
extraembrionario (Wang et al., 2001). Desde el punto de vista estructural consiste en el
empaquetamiento de uno de los cromosomas en una estructura de heterocromatina
compacta y transcripcionalmente inactiva.
Aunque todavía no se conocen con detalle los mecanismos moleculares que dan
lugar al silenciamiento estable de uno de los cromosomas X en el embrión, se sabe que
su inicio depende de la síntesis de un ARN no codificante denominado Xist, que recubre
el cromosoma que se va a inactivar. Por otra parte, el mantenimiento del estado inactivo
y el silenciamiento de los genes asociados, dependen de la metilación del ADN y
deacetilación de histonas a lo largo del cromosoma (revisado en (Avner and Heard,
2001; Li, 2002). Un ejemplo lo encontramos en ratones homocigotos deficientes en
DNMT1 que son capaces de reactivar un transgén ligado al cromosoma X cuando los
niveles de metilación alcanzan un mínimo. Sin embargo, el establecimiento de la
inactivación no se ve alterado en estos ratones, aunque no se puede descartar que los
niveles maternos de DNMT1 y la presencia de las metilasas de novo DNMT3A y
DNMT3B puedan ser suficiente para iniciar el proceso (Sado et al., 2000).
5.4. Regulación de la expresión de genes específicos de tejido durante el
desarrollo embrionario
Aunque todavía no se conocían los mecanismos que dan lugar al patrón de
metilación en vertebrados, en 1975 se propuso por primera vez que la desmetilacion de
secuencias reguladoras de una forma específica de tejido podría jugar un papel central
en la regulación de la expresión génica durante el desarrollo embrionario (Holliday and
Pugh, 1975; Riggs, 1975). De acuerdo con esta hipótesis, en muchos genes se ha
observado una correlación entre activación transcripcional y desmetilacion de CpGs en
sus secuencias reguladoras (véase el apartado 3 de esta tesis), aunque no está claro si
esta desmetilacion es causa o consecuencia de la transcripción a lo largo del gen. Por
otra parte, la metilación in vitro de secuencias reguladoras inhibe la expresión de genes
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debido al reclutamiento de complejos con actividad deacetilasa de histonas (Jones et al.,
1998; Nan et al, 1998).
A pesar de esto, existen una serie de datos que no corroboran esta hipótesis. En
primer lugar, cuando se analizó el patrón de metilación de una serie de genes en ratones,
no se encontró ninguna correlación clara entre la desmetilación de sus secuenciaas
reguladoras y la expresión del gen. Además, ratones deficientes en DNMT1 no tienen
un patrón de expresión alterado de ninguno de los genes específicos de tejido
analizados, en condiciones que causan reactivación de secuencias parásitas y expresión
bialélica de genes regulados por imprinting (Walsh and Bestor, 1999). Basándose en
estos datos, y en la observación de que organismos modelos como Caenorhabditis
elegans o Saccharomyces cerevisiae no contienen nucleótidos metilados, estos autores
propusieron que la metilación del ADN juega un papel de defensa frente a secuencias
parásitas, pero que no es un mecanismo general de regulación de la expresión génica
durante el desarrollo.
Sin embargo, en los últimos tres años han aparecido una serie de trabajos que
obligan a revisar la hipótesis de Bestor y Walsh. En embriones de Xenopus, por
ejemplo, la eliminación de xDNMTl antes de que comience la transcripción zigótica
conduce a la activación prematura de una serie de genes, lo que sugiere que la
metilación del ADN contribuye al silenciamiento de genes antes de la transición de
midblastula (Stancheva et al., 2002; Stancheva and Meehan, 2000). Recientemente
también se ha observado expresión ectópica del gen de interleukina 4 (IL-4) en ratones
deficientes en DNMT1 y en la proteína de unión a ADN metilado MBD2 (Hutchins et
al.,2002;Makaretal., 2003).
6. METILACIÓN DE ADN, MODIFICACIÓN DE HISTONAS Y
COMPLEJOS REMODELADORES DE LA CROMATINA
La conexión entre la metilación del ADN, la estructura de la cromatina y la
represión de la expresión génica se conoce desde hace años.
Como hemos visto, las proteínas de unión a ADN metilado están asociadas con
HDACs, y complejos remodeladores de cromatina. Además agentes inhibidores de
deacetilasas pueden reactivar genes metilados in vitro (revisado en Razin, 1998). Por
otra parte, la cromatina que se forma alrededor del ADN metilado está enriquecida en la
histona Hl, mientras que esta proteína apenas se encuentra en regiones libres de
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mediación (Tazi and Bird, 1990). Hl juega un papel muy importante en la
compactación de los nucleosomas y en la formación de cromatina transcripcionalmente
inactiva. Recientemente se ha observado también que la metilación del ADN se asocia
in vivo con deacetilación de la histona H4 y con desmetilación de la lisina 4 de la
histona H3, características ambas de cromatina inactiva (Hashimshony et al., 2003). Sin
embargo, el nexo más sorprendente entre la metilación en el ADN y las modificaciones
en las colas de las histonas se ha observado en Neurospora crassa y Arabidopsis
ihaliana. En estos organismos las proteínas responsables de la metilación en la lisina 9
de la histona H3 (modificación relacionada con cromatina inactiva) controlan la
metilación en el ADN (Jackson et al., 2002; Tamaru and Selker, 2001).
Por otra parte, se ha visto también que proteínas remodeladoras de la cromatina
de la familia de SNF2, como DDM1 en A. ihaliana y Lsh o ATRX en mamíferos, son
capaces de alterar los patrones de metilación genómica (Dennis et al., 2001; Gibbons et
al, 2000; Jeddeloh et al., 1999). Mutaciones de ATRX en humanos dan lugar al
síndrome de a-talasemia ligada al cromosoma X. Todo esto indica que la modificación
del ADN por metilación, y los cambios en la estructura de la cromatina están
íntimamente relacionados, y que esta relación, al contrario de lo que se pensaba
inicialmente, es bidireccional.
7. CÉLULAS MADRE HEMATOPOIÉTICAS
Un buen sistema para estudiar el papel que juega la metilación del ADN en la
formación de cromatina activa durante el desarrollo son las células madre. En un
organismo adulto, existe un pequeño número de células capaces de dividirse
indefinidamente por un lado, y de diferenciar a células de varios linajes distintos por
otro. De entre ellas, las más estudiadas son las células madre hematopoiéticas (HSC),
encargadas de proveer al organismo con los 8 tipos distintos de células sanguíneas a lo
largo de toda su vida. Estas células, aisladas de médula ósea de ratones adultos, son
capaces de dividirse in vivo dando lugar a dos células hijas iguales, de diferenciarse a
todos los tipos de células de sangre, y de reconstituir un sistema hematopoiético tanto en
ratones como en humanos (revisado en Weissman et al., 2001) (Ver también fig. 3). En
ratón existen tres poblaciones distintas capaces de reconstituir un sistema
hematopoiético. Las células madre hematopoiéticas con capacidad de reconstitución a
largo plazo (LT-HSC) son capaces de autorrenovarse indefinidamente, mientras que las
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células madre con capacidad de reconstitución a corto plazo (ST-HSC) sólo son capaces
de dividirse in vivo durante aproximadamente 6 semanas. Los progenitores
multipotentes (MPP) aunque no tienen capacidad de autorrenovarse, son capaces de
reconstituir un sistema hematopoiético durante cierto tiempo. Las células LT-HSC dan
lugar a células ST-HSC las cuales a su vez dan lugar a MPPs, y hasta el momento no se
ha detectado desdiferenciación en este linaje (Morrison et al., 1997).
BFU,
O
1 CFU-M * > " " - O©© J
• m é
Eritrocitos Plaquetas Monocltos Neutrofllos Eoslnolllos Basolllos Unfocltos NK
Fig. 3. Esquema del sistema hematopoiético adulto de mamíferos. Las células madre
hematopoiéticas con capacidad de reconstitución a largo plazo (LT-HSC) dan lugar a las células madre
con capacidad de reconstitución a corto plazo (ST-HSC) y estas a su vez a los precursores multipotentes
(MPP). Los MPP dan lugar a dos tipos de precursores: progenitores comunes linfoides (CLP) que acaban
generando linfocitos y células natural kilkr (NK), y progenitores comunes mieloides (CMP), que darán
lugar al linaje mieloeritroidc. BFUt: unidades formadoras de focos, CFUE. me. GM. EO. ha», M. G '• unidades
formadoras de colonias (eritroides, megacaríocitos, granulocitos y macrófagos, eosinófilos. basófilos.
granulocitos y macrófagos).
A pesar de que inicialmente se pensó que las células madre en organismos
adultos eran específicas de tejido, varios experimentos recientes sugieren que células
madre específicas de un tejido diferenciado pueden tener una capacidad limitada de
transdiferenciación hacia células de otros tejidos. Este fenómeno se conoce con el
nombre de plasticidad celular. Por ejemplo, se ha descrito que poblaciones enriquecidas
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en HSC son capaces de diferenciar hacia músculo esquelético (Ferrari et al., 1998;
Gussoni et al., 1999), músculo cardíaco (Jackson et al., 2001; Orlic et al., 2001),
endotelio (Grant et al., 2002), células epiteliales (Krause et al., 2001), neuroectodermo
(Brazelton et al., 2000; Mezey et al., 2000) o hepatocitos (Lagasse et al., 2000). Al
mismo tiempo, poblaciones celulares procedentes de cerebro o músculo son capaces de
reconstituir un sistema hematopoiético en ratones irradiados (Bjomson et al., 1999;
Jackson et al., 1999). Sin embargo, esta supuesta plasticidad celular se ha visto sometida
a varias criticas, como que las poblaciones iniciales podrían estar contaminadas con
células de otros tejidos (revisado en Lemischka, 1999; Verfaillie, 2002; Weissman et
al., 2001) o que el potencial de transdiferenciación fuese en realidad el resultado de una
fusión celular espontánea (Terada et al., 2002; Ying et al., 2002). A pesar de todo, en
algunos estudios la transdiferenciación se produjo cuando se inyectaron neuroesferas
procedentes de células individuales, lo que excluye una posible contaminación con otros
tipos celulares (Bjornson et al., 1999; Clarke et al., 2000). Por otra parte, la
regeneración hepática observada por Lagasse y cois. (Lagasse et al., 2000) se obtuvo a
partir de diluciones de HSC altamente purificadas que además expresaban el marcador
lacZ. Aunque estos resultados pueden ser explicados por un mecanismo de fusión
celular, la frecuencia de este suceso es menor que la observada para algunos de los
estudios de transplante in vivo (Terada et al., 2002).
Una cuestión fundamental es analizar como se consigue el elevado potencial de
diferenciación por un lado, y en su caso esta capacidad de transdiferenciación.
Experimentos de clonaje en mamíferos utilizando núcleos de células somáticas,
indicaron que para que el clonaje fuese eficiente se necesita una desmetilación previa
del genoma (Humpherys et al., 2001). Por otra parte se ha sugerido que una
reprogramación similar podría jugar un papel importante en la transdiferenciación de
células madre (Reik et al., 2001).
8. MIOGÉNESIS EN EMBRIONES DE RATÓN
La formación de músculo esquelético en vertebrados comprende dos procesos
fundamentales. En primer lugar, los precursores miogénicos en las somitas se ven
comprometidos a un fenotipo muscular en un proceso que se conoce como
determinación. A continuación estas células (mioblastos) migran hacia los futuros
músculos donde se fusionan entre si para dar lugar a células postmitóticas
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multinucleadas (miotubos) que adquieren un fenotipo contráctil. Al mecanismo
responsable de este proceso se le denomina diferenciación. Ambos procesos vienen
controlados por una familia de factores de transcripción denominados MRFs (Músete
Regulatory Factors) que contienen un dominio de unión a ADN tipo bHLH (basic
Hellx-Loop-Helix). Estos genes son específicos de músculo esquelético y sus productos
se unen a secuencias específicas de ADN denominadas cajas E (CANNTG),
generalmente en forma de heterodímeros con proteínas de la familia E2 (Lassar et al.,
1991). De las cuatro proteínas que forman la familia, Myf5 y MyoD han sido
implicadas en el proceso de determinación muscular, mientras que miogenina y MRF4
(herculina) son las responsables de la diferenciación de precursores musculares a
miotubos. Todos ellos son capaces de activar el programa de diferenciación miogénica
cuando se expresan ectópicamente en células no musculares (Braun et al., 1990; Braun
et al., 1989; Davis et al., 1987; Miner and Wold, 1990; Rliodes and Konieczny, 1989;
Wright et al., 1989).
Durante el desarrollo embrionario en roedores, Myf5 y MRF4 son los primeros
en aparecer en las somitas más rostrales de embriones de e8, aunque en distintas
subpoblaciones de células (Ott et al., 1991; Summerbell et al., 2002). Medio día más
tarde aparece miogenina, seguida por MyoD (el 0.5) (Sassoon et al., 1989). Sin
embargo, la expresión de MRF4 y de Myf5 es transitoria, y ambos se reprimen hacia el
el 1 o el2 respectivamente, aunque MRF4 se reactiva en embriones de el4.5 (Bober et
al., 1991). Este último es el factor bHLH miogénico mayoritario en músculo esquelético
adulto (Zhanget al., 1995).
La segunda familia de proteínas importante en el control de la diferenciación
muscular está constituida por los factores MEF2 (Myocyte enhancer factor 2). Los
genes MEF2A, 2B, 2C y 2D dan lugar a fosfoproteínas nucleares pertenecientes a la
familia de proteínas de unión a ADN con un dominio MADS (MCM1, Agamous,
Deficiens, Serum response factor) (Olson et al., 1995). También en este caso, la
expresión ectópica de MEF2A es capaz de convertir fibroblastos 10T1/2 a un fenotipo
muscular similar al obtenido con las proteínas de la familia bHLH (Kaushal et al.,
1994). Además en las regiones reguladoras de muchos genes específicos de músculo
encontramos tanto cajas E como sitios de unión para proteínas MEF2 (Molkentin and
Olson, 1996).
En la activación de algunos genes musculares como miogenina, juegan también
un papel importante proteínas de la familia Six. Ésta está compuesta por seis miembros
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de los cuales Sixl y Six4 son muy abundantes en músculo esquelético de ratones
adultos. Sixl además es abundante en somitas en embriones de e8.5 (Spitz et al., 1998).
La primera conexión entre la metilación del ADN y músculo fue la observación
de que el tratamiento con 5-azacitidina (inhibidor competitivo de metiltransferasas)
convierte fibroblastos 10T1/2 en células con fenotipo muscular, y es precisamente esta
observación lo que llevó al clonaje y caracterización de MyoD (Taylor and Jones,
1982). Este fenómeno también ocurre tras la transfección de un ARN antisentido para
DNMT1 en fibroblastos 10T1/2 (Szyf et al., 1992). Por otro lado, se ha descrito que el
enhancer distal de MyoD se desmetila durante el proceso de somitogénesis en ratones, y
que dicha desmetilación es previa a la activación del gen (Brunk et al., 1996). Este
efecto de la metilación del ADN en la regulación de genes específicos de músculo se
pone de manifiesto también con la observación de que el tratamiento con azacitidina
induce diferenciación y expresión de miogenina en células C2C12 (Lucarelli et al.,
2001). Por todo esto, pensamos que el gen de miogenina de ratón es un buen modelo
para estudiar el posible papel de la metilación del ADN en restringir la expresión de
genes específicos de músculo durante el desarrollo embrionario.
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El objetivo general de esta tesis fue estudiar si la metilación de secuencias
reguladoras con una densidad baja en CpGs juega algún papel en la activación inicial de
genes hematopoiéticos y musculares durante el desarrollo en ratón.
Los objetivos concretos del trabajo han sido:
Analizar desde qué estado, en términos de metilación de ADN, se activan
inicialmente las regiones reguladoras de una serie de genes hematopoiéticos (p-globina,
mieloperoxidasa y el gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas) y musculares
(miogenina) en células madre hematopoiéticas procedentes de ratones adultos.
Analizar el nivel de metilación del promotor de miogenina durante el proceso de
somitogénesis en embriones de dia 9.5, y compararlo con el nivel de metilación en
músculo esquelético de ratones neonatos.
Estudiar el papel de los distintos factores de transcripción en la activación del
promotor de miogenina en células musculares C2C12, así como analizar la expresión de
estos factores en somitas de embriones de día 9.5.
Investigar el papel de la metilación del promotor de miogenina en la formación
de cromatina activa. Determinar si se necesitan más factores de transcripción para
activar desde un estado metilado y comparar la cinética de formación del sitio de
hipersensibilidad del promotor metilado con la del promotor sin modificar.
Estudiar si los factores de transcripción musculares son capaces de desmetilar el
promotor de miogenina metilado in vitro y transfectado en células C2C12 en respuesta a
estímulos de diferenciación.
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I. MATERIALES
1. LÍNEAS CELULARES
1.1. Células MEL
Linca celular derivada de células de eritroleucemia de ratón (Ross et al., 1974).
Se cultivaron en medio DMEM con un 10% de suero fetal de ternera (SFT), 100 U/ml
de penicilina y 0.1 mg/ml de estreptomicina a 37°C con un 95% de humedad y en un
ambiente de 5% CO2
1.2. Proeritroblastos (precursores hematopoiéticos)
Línea celular derivada de médula ósea de ratones en los que se dirigió la
expresión del oncogén TAg (sensible a temperatura) del virus SV40 hacia precursores
hematopoiéticos utilizando el promotor y enhancer del factor de transcripción GATA-1
(Caims et al., 1994). Las células de médula ósea inmortalizadas de dichos ratones
crecen a 32°C, pero no a 38°C y dependen para su crecimiento de eritropoietina (Epo) o
de interleukina 3 (IL-3). Las células que se utilizaron en este trabajo crecen en presencia
de Epo y se caracterizan por ser capaces de dar lugar a células tanto eritroides como
mieloides. Se cultivaron en medio RPMI con 10 % SFT y 0.5 U/ mi de Epo a 32°C con
un 95% de humedad y en un ambiente de 5% de CO:.
1.3. Células C2C12
Línea celular derivada de mioblastos de ratón establecida por Yaffe y Saxel
(Yaffe and Saxel, 1977). Dicha línea puede diferenciar rápidamente a miotubos con
síntesis de proteínas musculares. Se cultivaron en medio DMEM suplementado con
10% de SFT, 4mM de L-glutamina, 100 U/ml penicilina y 0.1 mg/ml estreptomicina a
37°C con un 95% de humedad y en un ambiente de 5% CO2 En dichas condiciones las
células son capaces de dividirse indefinidamente, siempre que no se permita a los
cultivos alcanzar un estado de confluencia. Una vez alcanzado, las células se diferencian
irreversiblemente a miotubos y disminuye la población mioblástica del cultivo. Para
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inducir su diferenciación a miotubos, se les retiró el SFT y se pasaron a medio
suplementado con un 2% de suero de caballo (SC).
1.4. Células CV-1
Linea celular derivada de células de riñon de mono verde africano,
transformadas por el antígeno T del virus SV40 (Jensen et al., 1964).Estas células están
bloquedas en la cascada de diferenciación miogénica por debajo de las proteínas bHLH.
Se cultivaron en las mismas condiciones que las células C2C12.
2. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN
Para aislar células madre hematopoiéticas se utilizaron ratones CBABL6 (CBA
X Black 6) de entre 3 y 6 semanas de edad.
Para realizar los experimentos de expresión de miogenina in vivo así como para
analizar el estado de metilación de su promotor se utilizó la línea GZ1092 (Yee and
Rigby, 1993) proporcionada por el Dr. Dennis Summerbell (ICR, Londres). Dicha línea
contiene el gen de lacZ fusionado a las secuencias comprendidas entre -1090 pb y + 5
pb del gen de miogenina de ratón. Estas secuencias contienen todos los elementos
necesarios para una correcta expresión espacio-temporal del transgén, de tal modo que
el patrón de expresión de lacZ reproduce fielmente la expresión del gen endógeno.
El mantenimiento y manipulación de los animales se llevó a cabo de acuerdo con
la regulación de la Home Office (Animáis Scientific procedures act 1986). Licencia
número 70/4716.
3. PLÁSMIDOS
3.1 Plásmidos reporteros
GVA: Plásmido que contiene la secuencia genomica del gen de miogenina de ratón
comprendida entre -4.25 kb y + 1.43 kb, clonado en el vector pBluscript S/K (+/-).
Cedido por el Dr. Dennis Summerbel (Yee and Rigby, 1993).
PSTC: Plásmido que contiene el ADNc del receptor de glucocorticoides (GR) de rata
unido al intrón IV y cola poliA de la P-globina de conejo (Seveme et al., 1988).
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GVA-P: Generado a partir del plásmido GVA, al que se ha fusionado el fragmento
Xhol de 1.2 kb del plásmido PSTC. Dicho fragmento corresponde a la cola poliA del
gen de la (3-gtobina, y se utilizo para estabilizar los ARN mensajeros de la construcción,
así como para diferenciar el transgén del gen endógeno.
-4.2 myo >vt: Construido a partir de GVA-P, en el que se ha corregido la deaminación
espontánea de la citosina situada en posición -10 con respecto al sitio de iniciación de la
transcripción. Las secuencias de todos los oligonucleótidos utilizados para las distintas
mutaciones, así como el método de mutagénesis están descritos en el apartado de
mutagénesis dirigida.
-4.2 myf'Smut: Generado a partir de la construcción -4.2 myo wt, en la cual se ha
motado la caja E proximal del promotor (situada entre las posiciones -17 y -12) para
abolir la unión de factores de la familia bHLH. (Los nucleótidos mutados fueron los
descritos en Yee and Rigby, 1993).
-4.2 mef2mut: Mutación del sitio de unión de factores de !a familia de mef2 en el
promotor de miogenina (situado entre las posiciones -69 a -60). Generado a partir de la
construcción -4.2 myo wt mediante mutagénsis dirigida (Yee and Rigby, 1993).
-4.2 meBmut: Mutación del sitio mef3 del promotor de miogenina (situado entre las
posiciones -83 a -89) al cual se unen proteínas de la familia Six. Generado a partir de la
construcción -4.2 myo wt mediante mutagénesis dirigida (Spitz et al., 1998).
-4.2 2/3mut, -4.2 2/5mut, -4.2 3/5mut y -4.2 2/3/5mut: Plásmidos en los que se
mutaron los distintos sitios de unión previamente descritos en las combinaciones
indicadas.
-1.09 myo wt-luc: Plásmido que contiene las secuencias comprendidas entre -1.09 kb y
+100 del gen de miogenina, fusionadas al gen de la luciferasa. Fue obtenido tras clonar
el fragmento Sacl de 1.3 kb de -4.2 myo wt en el vector pGL3 de Promega.
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-1.09 2/3/5-luc: Igual que el anterior, pero con los sitos mef2, mef3 y la caja E del
promotor mutados. Obtenido tras clonar el fragmento Sacl de -4.2 2/3/5mut en el vector
pGL3.
Myo ADNc: Construcción que contiene el ADN codificante completo del gen de
miogenina de ratón. Obtenido a través de T.M.A.G.E clones cDNA.
3.2. Vectores de expresión
EMSV-myf 5: Vector que contiene el ADNc del gen de Myf5 de ratón. Regalo del Dr.
E Olson (Black et al., 1995).
pcDNA3-mef 2A: Plásmido que contiene el ADNc del gen de MEF2A. Cedido por el
Dr. E Olson (Black et al., 1995).
PCR3-six 1: Plásmido que contiene el ADNc completo del gen Six 1 de ratón. Cedido
por el Dr. P Maire (Spitz et al., 1998).
CMV-Pgal: Contiene el ADNc de la enzima Pgalactosidasa de E.coli bajo el control del
promotor del citomegalovirus (Promega). Se utilizó para normalizar la eficiencia de
transfección.
pREP 7: Contiene el ADNc para el gen de resistencia a higromicina bajo el control del
promotor del virus de la timidina kinasa (Invitrogen)
3.3 Vectores "vacíos"
pGL3: Plásmido que contiene el gen de la luciferasa de luciérnaga (Promega).
pBluescript S/K (+/-): Vector de clonaje de Stratagene. Se utilizó para mantener la
cantidad de ADN constante en las distintas transfecciones.
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3.4. Sondas
Myol: Fragmento Hinfl-EcoRl de 358 pb situado entre las posiciones +1122 y +1480
del gen de miogenina.
Myo2: Se utilizó el fragmento comprendido entre las secuencias +1763 y +2107 del gen
completo de miogenina de ratón. Obtenido a partir del ADNc mediante amplificación
por PCR. Los oligonucleótidos utilizados como cebadores fueron: 5'-
GAGATTGTCTGTCAGGCTGGG-3' y 5 - GGCACTCATGTCTCTCAAACGG-3'
[3-globina: Fragmento de 300pb procedente de la digestión EcoRI-Scal del plásmido
PSTC. Corresponde a la cola poliA del gen de p-globina de conejo.
4. ANTICUERPOS
El kit de enriquecimiento en células progenitoras murinas StemSep (Metachem
Diagnostics, Ltd) contiene un "cocktail" de anticuerpos monoclonalcs biotinilados (anti-
CD5, anti-CD45R, anti-CDllb, anti-Gr-1 y 7-4 y anti-Ter-119). También contiene
complejos tetraméricos biespecíficos anti-biotina:anti-dextrano.
Los anticuerpos utilizados para el aislamiento o caracterización de las distintas
poblaciones hematopoiéticas por FACS fueron:
Ant¡-CD16/32 (Receptor Fcy III/II) de ratón: anticuerpo monoclonal de rata (clon
2.4G2, isotipo IgG2b) purificado. Anticuerpo de bloqueo (Pharmingen, 553141).
IgGza e IgG2b de rata: anticuerpos monoclonales de rata acoplados a ficoeritrina (PE) o
fluoresceína (FITC). Controles de isotipo (Pharmingen).
Anti-c-kit (CD117) de ratón: anticuerpo monoclonal de rata (clon 2B8, isotipo
acoplado a PE (Pharmingen, 01905B).
Anti-Sca-l(Ly-6/E) de ratón: anticuerpo monoclonal de rata (clon D7, isotipo lgG2a)
acoplado a FITC (Pharmingen, 01164A).
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Ant¡-CD5 (Ly-1) de ratón: anticuerpo monoclonal de rata (clon 53-7.3, isotipo
acoplado a PE (Phamiingen, 01035 A).
Anti-CDllb (Cadena OM de integrinas, cadena a de Mac-1) de ratón: anticuerpo
monoclonal de rata (clon Ml/70, isotipo IgG^b) acoplado a PE (Pharmingen, O1715A).
Anti-Ter 119 (Ly-76) de ratón: anticuerpo monoclonal de rata (clon TER-119. isotipo
IgG2b) acoplado a PE (Phamiingen, 09085B).
Anti-Gr-1 (Ly-6G) de ratón: anticuerpo monoclonal de rata (clon RB6-8C5, isotipo
IgG2b) acoplado a FITC (Pharmingen, 01214A).
Anti-CD45R (B220) de ratón: anticuerpo monclonal de rata (clon RA3-6B2, isotipo
lgG2a) acoplado a FITC (Pharmingen, 553087).
Anti-CD3 (complejo molecular) de ratón: anticuerpo monoclonal de rata (clon 17A2,
isotipo IgG2b) acoplado a PE (Phamiingen, 555275).
II. MÉTODOS
1. AISLAMIENTO DE CÉLULAS HEMATOPOIÉTICAS
1.1. Aislamiento de células madre hematopoiéticas: lin-, c-kit+, Sca-1+
Se extrajo la médula ósea de ratones CBABL6 de entre 3 y 6 semanas de edad, y
se usaron los eritrocitos con una solución 0.168 M de cloruro de amonio. Las células
restantes (resuspendidas en PBS suplementado con 2% SFT), se bloquearon con suero
de rata y se incubaron con un "cocktail" de anticuerpos biotinilados. A continuación se
lavaron y se incubaron con anticuerpos tetraméricos anti-biotina:anti-dextrano. Estos se
unieron a esferas magnéticas según las indicaciones del fabricante (StemSep, Metachem
Diagnostics Ltd), y se pasaron por una columna de separación magnética. La fracción
obtenida tras el paso por la columna está enriquecida en células que carecen de
antígenos de superficie para los distintos marcadores hematopoiéticos y se denominan
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linaje negativas (lin-). Dichas células se bloquearon con anticuerpos anti-CD32/CD16 y
se marcaron con anticuerpos para c-kit y Sca-1 unidos a ficoeritrina (PE) e isotiocianato
de fluoresceína (FITC), respectivamente. Las células doble positivas para ambos
marcadores se separaron por FACS. Las células muertas se separaron de las vivas
mediante tinción con yoduro de propidio o con topro, y se utilizó un FACS acoplado a
una unidad de deposición celular automatizada (ACDU) de Becton and Dickinson.
1.2. Aislamiento de células B y T: B220+ y CD3+
Se aislaron de sangre de ratones CBABL6 adultos (3-6 semanas). Una vez
Usados los eritrocitos como se describe en el apartado anterior, las células se incubaron
con anticuerpos anti-B220 (anti-CD45R) unido a FITC (marcador de células B) y anti-
CD3 unido a PE (marcador de células T), y se separaron por FACS las células positivas
para uno u otro marcador. De nuevo, las células muertas se separaron de las vivas por
tinción con yoduro de propidio o con topro.
2. DISECCIÓN DE TEJIDOS MUSCULARES
2.1. Disección de somitas en embriones de día 9.S
Para estos experimentos se utilizó la línea de ratones GZ1092 y las disecciones
fueron realizadas por el Dr. Dennis Summerbell, en el Institute of Cáncer Research,
Londres. Brevemente consistieron en aislar embriones de día 9.5 (considerando día 0.5
a la mañana de aparición del tapón vaginal) y tras decapitarlos y eliminar el corazón, se
aislaron las somitas eliminando en lo posible todas las estructuras axiales y el
mesodermo lateral. A continuación el tejido mesodérmico restante se dividió en tres: la
región que contiene el mesodermo presomitico y las somitas 1-3 aproximadamente para
embriones de 25 somitas (y que de aquí en adelante denominaremos somitas
posteriores), la región media que incluye las somitas 4-12, y la región que comprende
las somitas 13-25 (somitas anteriores). La tinción con X-gal se realizó como se describe
en (Yee and Rigby, 1993). Para los experimentos en los que se necesitaron células
individuales, los tejidos se disgregaron mecánicamente y la suspensión celular se pasó
por un filtro de 70 nm de diámetro. A continuación las células se depositaron en placas
multipocillo con la ayuda de un FACS acoplado a una unidad de deposición celular
automatizada (Becton and Dikinson). Las células vivas se separaron de las muertas
mediante tinción con yoduro de propidio.
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2.2. Disección de músculo esquelético en ratones neonatos
Para obtener un tejido que expresase cantidades elevadas del gen de miogenina
m vivo se diseccionaron lenguas de ratones neonatos. Dicho tejido posee la ventaja de
ser mayoritariamente muscular, siendo mínimas las contaminaciones con otros tipos
celulares.
3. EXTRACCIÓN DE ADN Y ANÁLISIS POR BISULFITO DEL
ESTADO DE METILACIÓN
Para analizar el estado de metilación de las regiones reguladoras estudiadas se
utilizó el método establecido por Frommer y Clark (Frommer et al., 1992), con algunas
modificaciones.
3.1. Extracción de ADN genómico
Aproximadamente 6000 células en el caso de células hematopoiéticas, o el
fragmento de tejido completo correspondiente en el caso de embriones de 9.5 días se
usaron en un tampón conteniendo 100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8, 25 mM EDTA,
0.5% SDS y 0.3 mg/ml PK, y se incubaron durante al menos 3 horas a 37°C. A
continuación se extrajo el ADN con fenol: cloroformo y se precipitó con etanol. Antes
de proceder con el tratamiento es conveniente digerir el ADN con una enzima de
restricción que no este incluida en la región a analizar, para fragmentar el ADN
genómico. En nuestro caso digerimos las muestras con Xhol o Kpnl durante al menos 3
horas a 37°C, tras lo cual el ADN se reprecipitó y se resuspendió en agua.
3.2. Desnaturalización y tratamiento
La mitad del ADN de partida se desnaturalizó en presencia de 0.3 M de NaOH
y de 5 ng de ARN de levadura en un volumen total de 55.5 ni y se incubó durante 20
minutos a 42°C. A continuación se añadieron 600 ul de una solución saturada de
bisulfito sódico (entre 5.20-5.69 M de HSO/ (ACS reagent grade Sigma), lOmM de
hidroquinona (Sigma), pH 5), se cubrieron las muestras con una capa de aceite mineral
(Sigma) y se incubaron en la oscuridad durante 2.5 horas a 55°C.
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3.3. Eliminación del exceso de sales y desulfonación
Una vez tratadas, se eliminó el exceso de bisulfito mediante la utilización del
"kit" Wizard DNA Clean-Up systems de Promega siguiendo las instrucciones del
fabricante, y el ADN se eluyó en TE. A continuación se procedió a desulfonar las
muestras mediante la adición de NaOH a una concentración de 0.3 M, e incubación a
37°C durante 15 minutos. Una vez finalizado el tratamiento, el ADN se precipitó con
etanol, en presencia de 0.8 M de acetato de amonio y 20 ug de glucógeno, y se
resuspendió en 20 (jl de agua o TE (0.1 mM EDTA)
3.4. Amplificación por PCR, clonaje y secuenciación
Para las siguientes reacciones de PCR se utilizaron 5 ni del ADN tratado, y se
sometieron las muestras a dos rondas de amplificación (utilizando 1 u.1 de la primera
ronda en la segunda reacción de PCR). Todas las PCRs se realizaron en 50 ul del
tampón IX suministrado por el fabricante con 1 uM de cada cebador, 200 uM de cada
dNTP y 1.25 U de Taq (Takara Bio Inc). Las condiciones y los oligonucleótidos
utilizados para cada reacción en concreto están indicados en la tabla 1.
Gen Oligonucleótidos
IgH 1* ronda agggaaHcTGAGGTTTTGTTTGTGTAGAATTG
aggtctaauAAATCCTTCAATTTCTTACATAACC
2a ronda agggaaiicGTGTAGAATTGATATTATTTAAAG
aggtclagaTAAATTAAAAAAAAACCTCTCC
MPO 1" ronda gccgaattcGAGTATTGTAGTTAG 11 TI TGAGG
atatctagaACAATCAAACCTCAACCCCTACC
2a ronda gccgaattcGAGTATTGTAGTTAG II1T1GAGG
aattclagaACCCCAACCCCAAAAAACATCCC
EpoR Ia ronda agggaattcGGGAAGAGATATTGGTTGGAG
aggtclagaCCTAAATTTATCCATAATACAACCC
2a ronda agggaattcGGGAAGAGATATTGGTTGGAG
cggtctagaTAACTTCAAAAAACTCAAAACTCC
miogenina 1* ronda atagaallcTGGGTTAGGGGTAGGTTTGTAG
agglctagaCCCCATCATAAAAATAAAACTCC
2" ronda agggaaticGGGGAATTATATGTAATTTATTGG
aggtctagaCCCCATCATAAAAATAAAACTCC
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Tabla 1. Secuencia de los ohgonucleótidos utilizados para el análisis de mentación tras el
tratamiento con bisulfito sódico, y condiciones (temperatura de anillamiento y número de ciclos) de las
PCRs. Las bases indicadas en letras minúsculas han sido introducidas artificialmente y las dianas de
restricción para EcoRI y Xba vienen señaladas en azul.
A continuación se purificaron los productos de PCR y o bien se secuenciaron
directamente utilizando el "kit" Ready Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems) o se procedió a su clonaje en pBluescnpt S/K(+/-)
aprovechando las dianas de restricción incluidas en los cebadores (EcoRI-Xbal). Estos
productos se transformaron en la cepa bacteriana DH5-a, y a partir de ahí se
secuenciaron clones individuales. Las reacciones de secuenciación se separaron y
analizaron en un secuenciador ABl Prism DNA sequencer 377 (Applied Biosystems)
Para cada experimento el tratamiento se repitió al menos dos veces
(normalmente tres) y se secuenciaron entre 10 y 20 clones por tratamiento.
3.5. Análisis por bisulfito de fragmentos de ADN plasmídico
Se partió de 100 ng de ADN y se procedió como se ha descrito anteriormente
con la diferencia de que sólo es necesaria una ronda de PCR. En este caso los productos
se secuenciaron directamente utilizando un secuenciador ABl Prism DNA sequencer
377.
3.6. Análisis por bisulfito de ADN genómico procedente de células
transfectadas establemente
Las células C2C12 se recogieron tras 5-7 días en medio de diferenciación
(DMEM suplementado con 2% SC) y se lisaron como se menciona en el apartado 7
(Mapeo con DNasa I y ensayos de accesibilidad a enzimas de restricción/ Extracción de
núcleos). Entre 1 y 2 ng así obtenidos se utilizaron para el tratamiento con bisulfito
como se indica arriba. En este caso, de nuevo sólo es necesaria una ronda de PCR.
3.7. Análisis por bisulfito de ADN plasmídico procedente de células
transfectadas transitoriamente
El ADN plasmídico de células C2C12 transfectadas y diferenciadas durante 6
días se extrajo según el método descrito por Hirt (Hirt, 1967). Brevemente, las placas
se lavaron con PBS y las células se lisaron con 800 mi de la solución Hirt I (0.6% SDS,
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10 mM Tris pH 8 y 1 mM EDTA). A continuación se añadieron 200 mi de la solución
Hirt II (5 M NaCl, 10 mM Tris pH 8 y 1 mM EDTA), y se recogieron los Usados
celulares. Estos se centrifugaron a 14000 rpm en frío y el ADN se obtuvo tras
extracción con fenolxloroformo y posterior precipitación con etanol en presencia de
acetato de amonio. Entre 1 y 2 ug de ADN así obtenidos se trataron como se ha
descrito más arriba. También en este caso sólo es necesaria una ronda de PCR.
4. MUTAGÉNESIS DIRIGIDA
Las construcciones con las distintas mutaciones en el promotor del gen de
miogenina se obtuvieron mediante mutagénesis dirigida. Se utilizó el plásmido -4.2 myo
wt como molde inicial y el "kit" QuickChangeXL de Stratagene, siguiendo el protocolo
suministrado por el fabricante. Los pares de oligonucleótidos utilizados para la
mutación de cada uno de los sitios de unión fueron los siguientes:
myf5-wt GGTTTAAATGGCACCCAGCAGTTGGCGTGAOGGGCTGCGG
myf5-mut 5-GGTTTAAATGGCACCCAGtgGTcaGCGTGAGGGGCTGCGG-3'
3-CCGCAGCCCCTCACGCtgACcaCTGGGTGCCATTTAAACC-5'
mef 2-wt GGTTTCTGTGGCGTTGGCTATATTTATCTCTGGGTTCATGC
mef 2-mut 5 -GGTTTCTGTGGCGTTGGCTtTATTaATCTCTGGGTTCATGC-3'
3-GCATGAACCCAGAGATtAATAaAGCCAACGCCACAGAAACC-5'
mef3-wt CAGCTTAGAGGGGGGCTCAGGTTTCTGTGGCGTTGGCTATAT
Para la obtención de mef 3 mut fueron necesarias dos rondas de mutagénesis
mef 3-mut 5 -CAGCTTAGAGGGGGGCTCgaGTTgCTGTGGCGTTGGCTATAT-3"
3'-ATATAGCCAACGCCACtGcAACicG AGCCCCCCTCTAAGCTG-5'
5 -CAGCTTAGAGGGGGGCTCgaGgggCaGTGGCGTTGGCTATAT-3'
3 '-ATATAGCCAACGCCACtGixcClcGAGCCCCCCTCTAAGCTG-5'
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Para obtener el plásmido -4.2 myo-wt fue necesario corregir la deaminación
espontánea de la citosina en posición -10 a timidina en el clon inicial (plásmido GVA-
P). Para ello se utilizaron los siguientes oligonucleótidos:
GVA-P GCACCCAGCAGTTGGTGTGAGGGGCTGCG
-4.2 myo-wt 5-GCACCCAGCAGTTGGcGTGAGGGGCTGCG-3'
3-CGCAGCCCCTCACgCCAACTGCTGGGTGC-3'
Todas las mutaciones se comprobaron mediante secuenciación.
5. METILACIÓN ¡n vitro DEL ADN
Para mediar ADN plasmídico, se utilizó la metilasa bacteriana Sssl (NE
Biolabs) siguiendo las indicaciones de la casa comercial. El ADN se incubó con 1.5 U
enz¡ma/|ig de ADN en presencia del tampón NE2 IX y 160 uM S-adenosil-L-metionina
(SAM) durante la noche a 37°C. En todos los casos el ADN "no metilado" se trató en
las mismas condiciones, excepto que no se añadió Sssl a la reacción. Para comprobar si
la reacción había sido completa, se procedió a digerir el ADN metilado con la enzima
sensible a metilación Hpall, y se comparó con el ADN sin metilar. Cuando el ADN se
utilizó posteriormente para la generación de líneas estables, nos aseguramos de que la
reacción había sido completa mediante tratamiento con bisulfito y posterior
secuenciación de los productos de PCR (ver apartado 3)
6. ENSAYOS DE EXPRESIÓN TRANSITORIA
6.1. Transfecciones
Las células C2C12 se transfectaron utilizando Lipofectamine™ reagent
(Invitrogen). 24 horas antes de la transfección se plaquearon 3.5-3.6 X 105 células por
placa de 60 mm en el medio normal de cultivo. Al día siguiente, y cuando las células se
encontraban a un 80-90 % de confluencia se sustituyo el medio por un medio sin suero
(y sin antibióticos) y se transfectaron con las cantidades de ADN indicadas al pie de
cada figura. Brevemente, 3 u.g de ADN totales se mezclaron con los liposomas y se
incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuación se añadió esta
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mezcla sobre las células y se dejó actuar durante 5-6 horas a 37°C. Una vez transcurrido
este tiempo, se lavaron las células con medio sin suero, y se dejaron en DMEM 10%
SFT, durante al menos 16 horas. Para inducir su diferenciación las células se pasaron a
DMEM con 2% SC y se cultivaron en esas condiciones durante otras 48-72 horas.
Las células CV-1 se transfectaron por el método tradicional de precipitación con
fosfato calcico. 24 horas antes de la transfección se plaquearon 3.3 X 10s células por
placa de 60 mm, en medio normal de cultivo. Al día siguiente, y tres horas antes de
iniciar la transfección, se cambió el medio y se añadió medio nuevo. Los precipitados se
formaron con las cantidades de ADN indicadas al pie de la figura y se añadieron sobre
las células. 16 horas después de añadir los precipitados se lavaron las células y se
incubaron en medio con 2% SC durante 48-72 horas.
Todos las transfecciones se hicieron por duplicado y cada experimento se repitió
al menos tres veces. Una vez finalizado el tratamiento, se lavaron las placas con PBS y
se recogieron en 150 \i\ de tampón de lisis de Promega IX
6.2. Medida de la actividad P-galactosidasa
20 ni de cada extracto se diluyeron con 30 ul de agua y se incubaron con 50 ni
de tampón P-galactosidasa 2X (200mM de tampón fosfato pH 7.5), 2 mM de MgCl2.
1.33 mg/ml ONPG (o-nitrofenil-P-D-galactopiranósido) y 100 mM de P-mercapto-
elanol) durante 30 minutos a 37°C. La intensidad del color resultante se midió como
absorbancia a 405 nm en un lector de ELISA.
6.3. Medida de la actividad luciferasa
20 ni de extracto se utilizaron para determinar la actividad luciferasa de las
muestras siguiendo las indicaciones del sistema de ensayo de Promega en un
Iuminómetro Berthold-BioLumat.
7. ENSAYO DE RETARDO DE LA MOVILIDAD ELECTROFORÉTICA
EN GEL (EMSA)
Se plaquearon 3.6 X 105 células C2C12 por placa de 60 mm en medio con 10%
SFT y 36 horas después se sustituyó el medio por otro suplementado con 2% SC. Las
células se recogieron a las 48 horas de inducir su diferenciación.
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7.1. Preparación de extractos nucleares (protocolo adaptado de Andrews
and Faller, 1991)
Las placas se lavaron con PBS frío y las células se recogieron en ese tampón. A
continuación se centrifugaron a 13000 rpm durante 30 segundos y se resuspendieron en
400 \ú de tampón A (10 mM Hepes-KOH pH 7.9, lOmM K.C1, 1.5 mM MgCI2, 0.5 mM
DTT y 0.2 mM PMSF). Tras incubarlas en hielo durante 10 minutos, las muestras se
centrifugaron de nuevo 30 segundos a 13000 rpm y los núcleos se resuspendieron en 50
ul de tampón C (20 mM Hepes-KOH pH 7.9, 25 % glicerol, 420 mM NaCl, 1.5 mM
MgCl2, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT y 0.2 mM PMSF). Para extraer las proteínas
nucleares se incubaron las muestras en hielo durante 20 minutos y se agitaron
vigorosamente con vértex, tras lo cual se centrifugaron a 4°C y se recogió el
sobrenadante. Los extractos nucleares se cuantíficaron por el método de Bradford
(Bradford, 1976) y se guardaron a -70°C.
7.2. Mareaje de la sonda
Los oligonucleótidos utilizados para realizar los ensayos de retardo en gel fueron
los siguientes:
CajaE: 5-CACCCAGCAGTTGGCGTGAGG-3'
3 -GTGGGTCGTCAACCGCACTCC-5'
CajaE-m: 5'- CACCCAGCAGTTGGnKCGTGAGG-3'
3'- GTGGGTCGTCAACCGraCACTCC-5'
Para obtener una sonda de doble cadena, primero se anilló cada oligonucleótido
con su complementario. Para ello se incubaron 1000 pmoles de cada uno de ellos en un
lampón conteniendo 10 mM de Tris pH 8, 1 mM EDTA y 0.1 M NaCl. A continuación
se incubaron a 95°C durante 5 minutos y se dejó que la temperatura descendiese
gradualmente durante al menos 4 horas a temperatura ambiente.
Para marcar radiactivamente los oligonucleótidos de doble cadena se utilizaron
100 ng y se incubaron con 25 ^Ci de [y32P]-ATP y 5 unidades de la enzima
polinucleótido kinasa del fago T4 (T4 PNK) en el tampón kinasa IX de Promega,
durante 30 minutos a 37°C. A continuación se eliminó el exceso de ATP radiactivo no
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incorporado mediante una columna de exclusión molecular G-25 (Amersham-
Biosciences) y se midió la actividad de la sonda en un contador tipo Cerenkov.
7.3. Incubación de los extractos nucleares con la sonda radiactiva
1, 3, 5 y 7 ug de extracto se incubaron durante 20 minutos en hielo con 20000
c.p.m de sonda en un tampón conteniendo 10 mM Tris pH 8, 50 mM NaCl, 0.5 mM
DTT, 10% glicerol, 0.05% NP-40, 2mM EDTA, 300 ug /mi BSA y 1 ng polidldC.
7.4. Electroforesis
Los complejos ADN-proteina se resolvieron en geles de poliacrilamida al 5% y
en 0.5X TBE. A continuación los geles se secaron y se expusieron a películas
autorradiográficas a -70°C (Konica)
8. EXTRACCIÓN Y ANÁLISIS DE ARN
8.1. Extracción de ARN
El ARN total procedente de 4000 células en el caso de células hematopoiéticas,
o del fragmento de tejido completo en el caso de embriones (aproximadamente 2000-
3000 células), se extrajo utilizando Trizol (GIBCO-BRL) y siguiendo las instrucciones
del fabricante. Una vez obtenido el ARN y previamente a su utilización de trató con 5
unidades de DNasal (Worthington) para eliminar cualquier resto de ADN genómico que
pudiese interferir con la reacción de RT-PCR.
8.2. RT-PCR múltiple
Una vez tratado, el ARN total se resuspendió en 4 ul de agua y se añadió sobre
una mezcla conteniendo 2.2 ul del tampón 5X (250 mM Tris-HCl pH 8.3, 375 mM KCI,
15 mM MgC12) (GIBCO-BRL), 0.5 \ú de cada pareja de oligonucleótidos (300 ng/yü), 1
Ul DTT (lOOmM, GIBCO-BRL), 0.5 ni dNTPs (lOmM), 0.5 V/\xl RNasin (Promega) y
100 unidades de MMLV-RT (GIBCO-BRL). La reacción de retrotranscripción (RT) se
llevó a cabo durante una hora a 37°C en un volumen total de 11 u,l. Para la primera
ronda de PCR se añadieron 40 ul de una mezcla conteniendo tampón de PCR IX
(Takara Bio Inc), 1 mM de dNTPs y 1.25 U de Taq. Para la segunda ronda se utilizaron
alícuotas de 1 u.1 de la primera, que se amplificaron individualmente utilizando
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oligonucleótidos internos. Ambas reacciones transcurrieron durante 35 ciclos, con una
temperatura de anillamiento de 60°C. Como control interno de la reacción los
oligonucleótidos se diseñaron de tal forma que pertenecen a dos exones distintos, de
modo que cuando se amplifica ADN genómico la banda correspondiente es mayor que
cuando se amplifica ARNm debido a la presencia de un intrón. Las secuencias de todos
los cebadores están indicadas en la tabla 2.
Gen
Ill'RT 1" ronda
2"ronda
P-globina 1" ronda
2"ronda
MPO I" ronda
2"ronda
EpoR 1" ronda
2a ronda
miogenina 1°ronda
2a ronda
Myf5 1" ronda
2* ronda
MEF2A 1" ronda
2a ronda
Sixl 1" ronda
2" ronda
Oligonucleótidos Tamaño (pb)
5'-GGGGGCTATAAGTTCTTTGC 313
5 '-TCCAACACTTCGAGAGGTCC
5-GTTCTTTGCTGACCTGCTGG 247
5 -TGGGGCTGTACTGCTTAACC
5-AGACCTATCCTCTGCCTCTG 274
5 -CCACTCCAGCCACCA(GC)CTTC
5 -A(AG)(AG)GT(GC)AAGGCCCATGGGCAA 224
5 -CA(CG)CTTCTG(CG)(AC)AGGCAGCCT
5-CGCTTCTCCTTCTTCACTGG 306
5 -CTGCCATTGTCTTGGAATCG
5'-ACTGGCCTCAACTGCGAGAC 272
5 -GTGTATTGACAGCCAGCAGC
5-CGCTACACCTTCGCTGTTCG 237
5 •-CAAACTCGCTCTCTGGGCTT
5'-TCTGGAGTGCCTGGTCTGAG 178
5 '-GCTCTCTGGGCTTGGGATGC
5-AATGCAACTCCCACAGCGCC 568
5 -GGCACTCATGTCTCTCAAACGG
5-CTGGAGTTCGGTCCCAACCC 252
5 •-TTCTGGACATCAGG ACAGCC
5-ATGCCATCCGCTACATTGAGAGCC 379
5 -TAGATAAGTCTGG AGCTGG AGGG
5-GAGGGAACAGGTGGAGAACTATTA 317
5 -CCGGGGTAGCAGGCTGTGAGTTG
5-CAGTACGCTAGCACTGACATGG 292
5 '-TCCGACAAAGGATTAGGGCTGG
5'-TAACGAGCCTCATGAAAGCAGG 207
5 -GACATTGAGAAGTTCTGAGGTGG
5-GTGGAGGCCGAGAAACTTCGC 342
5 -CAGAGGAGAGAGTTG ATTCTGC
S'-TGCGCCGAAAATTCCCGTTGCC 249
5 '-TATTGTTITCGGTGTTCTCC
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Tabla 2. Secuencia de los oligonucleótidos utilizados como cebadores en las reacciones de RT-
PCR. La columna de la derecha indica el tamaño de los productos esperados.
8.3. RT-PCR múltiple en células individuales
Las células fueron depositadas en placas de 96 pocilios conteniendo 4 (al de
tampón de lisis (0.4% NP-40, 60 pM dNTPs, 25 uM DTT y 0.5 LV ul RNasin
(Promega) y se usaron durante 15 minutos en hielo. Los usados celulares se retro-
transcribieron usando múltiples pares de cebadores (15 ng/(il de cada pareja) y 48 U
MMLV-RT por reacción, en el tampón suministrado por el fabricante (GIBCO-BRL).
Para la primera ronda de PCR se añadieron 40 ul de tampón de PCR IX, y 1.25 U de
Taq (Takara Bio Inc) y las condiciones de la PCR fueron las mismas que en el apartado
anterior. Para la segunda ronda de PCR se utilizaron alícuotas de 1 |il de la primera, que
se amplificaron individualmente utilizando oligonucleótidos internos. Los cebadores
utilizados están indicados en la tabla 2.
9. GENERACIÓN DE LÍNEAS ESTABLES
Las células C2C12 se transfectaron utilizando lipofectamina del mismo modo
que para los ensayos de transfecciones transitorias. 24 horas antes de la transfección se
plaquearon 6.2 X105 células por placa de 90 mm en medio con 10 % de SFT. Al día
siguiente se transfectaron 4.5 [ig de cada plásmido reportero linearizado (fragmento
Notl-Kpnl de las diferentes construcciones -4.2myo), junto con 1.5 |j.g del fragmento
Clal-BamHl del vector pREP 7.
Después de 5 horas de incubación con la mezcla de ADN y liposomas, las
células se lavaron y se dejaron recuperar en medio de cultivo. 36 horas después se
añadió el antibiótico higromicina a una concentración de 400 ug/ml durante 10 días, tras
los cuales se pasó a una concentración de 200 ug/ml. Para realizar estos experimentos
no se seleccionaron clones individuales, y se trabajó con el conjunto de células
resistentes a higromicina, ya que inicialmente comprobamos que durante el proceso de
formación de clones individuales se seleccionaban principalmente clones que habían
perdido su capacidad de diferenciación.
Cuando las células alcanzaron confluencia, se indujo su diferenciación mediante
el cambio a medio con un 2 % de SC (sin higromicina) durante 5-7 días.
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10. MAPEO CON DNasa I y ENSAYOS DE ACCESIBILIDAD A
ENZIMAS DE RESTRICCIÓN
10.1. Extracción de núcleos
Las células se lavaron y se recogieron en PBS frío. A continuación se
resuspendieron en 1 mi de tampón A por placa de 90 mm (0.34 M sucrosa, 10 mM
HEPES pH 8, 60 mM KC1, 2 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 1.5 mM DTT, 0.5 mM
espermina, 0.15 mM espermidina), al que se añadió un 0.5% NP-40. Las muestras se
centrifugaron a 4000 r.p.m durante 5 minutos a 4°C, se lavaron en tampón A (sin NP-
40), y se centrifugaron de nuevo.
10.2. Digestión de núcleos con DNasa I
Para la digestión con DNasa I, se partió de 5 placas de células C2C12
diferenciadas por experimento y los núcleos se resuspendieron en un volumen total de 1
mi de tampón B (10 mM HEPES pH 8, 20 mM K.C1, 3mM MgC12 y 6 mM CaC12).
Alícuotas iguales de 200 u.1 se añadieron sobre 0, 0.5, 1, 2 y 3 U DNasa I (Worthington)
en 100 [ú de tampón B y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 minuto. La
reacción se paró añadiendo EDTA a una concentración final de 16 mM en hielo, y a
continuación se trataron la muestras con proteinasa K (PK) (0.67 mg/ml) y SDS
(0.67%) durante al menos 4 horas a 37"C. El ADN se extrajo con fenol:cloroformo y se
precipitó con etanol, tras lo cual se incubó con 0.125 mg/ml de RNasa A (en presencia
de 0.1 M de acetato sódico) durante 45 minutos a 37°C. Una vez eliminado el ARN
contaminante, las muestras se extrajeron de nuevo con fenolxloroformo, y se
precipitaron con etanol.
10.3. Digestión de núcleos con enzimas de restricción
Para los experimentos de accesibilidad a enzimas de restricción, 6.5X106 núcleos
se resuspendieron en 200 ul del tampón correspondiente a cada una de las enzimas y se
añadieron sobre 200 U de Dral o Banl, o 100 U de Afllll, respectivamente, en 100 ni
del tampón correspondiente IX (NE Biolabs). A continuación se incubaron a 37°C
durante una hora y se paró la reacción añadiendo EDTA a una concentración 10 mM. El
tratamiento con RNasa A se realizó directamente sobre los núcleos con 0.125 mg/ml de
enzima en presencia de 0.1 M de acetato sódico, durante 45 minutos a 37°C. La
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incubación con PK y SDS, y la extracción de ADN con fenohcloroformo y posterior
precipitación se realizaron como se menciona arriba.
10.4. Southern blot e hibridación de las membranas
25 ng de ADN se digirieron con las enzimas de restricción indicadas para cada
experimento durante al menos 6 horas. A continuación las muestras se precipitaron y se
resolvieron en geles de agarosa al 0.8 %. La transferencia a membranas de nylon
(Máximum Strenght Nytran 0.2 um de Scheicher & Shuell) se realizó en presencia de
0.4 M de NaOH utilizando un TurboBlotter para transferencias alcalinas y neutras
(S&S) siguiendo las indicaciones del fabricante. El ADN se fijó en la membrana
mediante irradiación con 1200 mj/cm2 de luz ultravioleta en un UV Stratalinker 2400 de
Stratagene.
Las sondas se marcaron con 32P-dCTP (Amersham) y se purificaron mediante
cromatografía de exclusión molecular en columnas tipo G-25 de Amersham Phannacia
Biotech. Las membranas se hibridaron siguiendo el método descrito por Church y
Gilbert (Church and Gilbert, 1984). Previamente las membranas se prehibridaron
durante 45 minutos en la solución de hibridación (0.25 M de fosfato sódico pH 7.2, 1 %
SDS y 1 mM EDTA) a 60°C, tras lo cual se hibridaron con la sonda desnaturalizada
durante al menos 16 horas a 60°C. Posteriormente las membranas se lavaron con la
solución de lavado (20 mM fosfato sódico pH 7.2 yl % SDS).
Para detectar las señales radiactivas se expusieron las membranas a películas
autorradiográficas (Konica)
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1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE CÉLULAS MADRE
HEMATOPOIÉTICAS
Un buen sistema para estudiar el papel que juega la metilación del ADN en la
formación de sitios de cromatina activa durante el desarrollo son las células madre
hematopoiéticas (HSC). Dichas células aparecen después de la ola de metilación de
novo del genoma, y por tanto después de que el patrón de metilación haya sido
finalmente establecido. Por otra parte, tanto el aislamiento como la caracterización de
distintas poblaciones con capacidad de reconstituir un sistema hematopoiético han sido
previamente descritos (revisado en Weissman et al., 2001).
Para la realización de este trabajo optamos por aislar la población descrita por
Osawa y cois. (Osawa et al., 1996) Dichas células proceden de médula ósea de ratones
adultos y son linaje negativas para marcadores de células B, T, granulocitos, monocitos
y macrófagos, eritrocitos, etc, y positivas para el receptor tirosin kinasa c-kit y para la
molécula de la superfamilia de las inmunoglobulinas ligadas a fosfatidilinositol, Sca-I.
Esta población lin-, c-kit+, Sca-1+ contiene células madre muy primitivas, con
capacidad de reconstitución a largo plazo.
Lln-, c-k¡tt. ScaU
Fig. 1. Aislamiento de células madre hematopoiéticas. A) Esquema de aislamiento de células
lin-, c-kit+, Sca-1 + a partir de médula ósea de ratones adultos. La población se enriqueció en células lin-
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tras la incubación con anticuerpos anti-CD5, anti CD45R, anti-CDllb, anti-Grl y anti-Terl 19 unidos a
esferas magnéticas, y posterior paso por una columna de separación magnética. Las células lin- se
incubaron con anticuerpos para c-kil y Sea 1 unidos a PE y FITC respectivamente y se aislaron por FACS
las células doblemente positivas para ambos marcadores- B) Análisis por FACS de las distintas fases del
proceso de purificación. Los paneles de la izquierda y del medio muestran células incubadas con anti-
CD5, anti CD45R, anti-CDl Ib y anti-Terl 19 unidos a PE y anti-Grl unido a FITC, antes y después de su
paso por la columna de separación magnética. El panel de la derecha muestra la población final c-kil-,
Sea 1+, que representa un 1.4% de las células lin-, y un 0.05-0.08% de la población inicial.
En la figura l.A se resume el proceso de obtención de dichas células.
Brevemente, células de médula ósea de ratones adultos se aislaron y se incubaron con
anticuerpos biotinilados para células T (anti-CD5), B (anti-CD45-R), monocitos (anti-
C D l Ib), granulocitos (Gr-1 y 7-4) y eritrocitos (Ter-119). A continuación se incubaron
con anticuerpos anti-biotina:anti-dextrano, los cuales se unieron a su vez a complejos
magnéticos. Tras su paso por una columna de separación magnética la población
enriquecida en células lin-, que corresponde a un 5 % de las células nucleadas iniciales
se incubó con anticuerpos que reconocen c-kit y Sca-1 unidos respectivamente a PE y
FITC. Las células positivas para ambos marcadores (entre el 0.05-0.08% de las células
nucleadas iniciales) se aislaron por FACS. El análisis de cada una de estas poblaciones
se muestra en la figura l .B.
Estudios recientes en células hematopoiéticas con capacidad multipotencial
revelan que dichas células coexpresan varios genes necesarios para la determinación de
diferentes linajes (Brady et al., 1995; Cheng et al., 1996; Hu et al., 1997). Al mismo
tiempo, las regiones reguladoras de genes como mieloperoxidasa (MPO), P-globina, la
cadena pesada de las inmunoglobulinas (IgH), o el receptor de eritropoietina (EpoR)
parecen ser simultáneamente accesibles en líneas hematopoiéticas con capacidad
multipotencial (revisado en Cross and Enver, 1997). Es decir, las HSC están
preactivadas para varios, si no todos, los linajes hematopoiéticos antes de su
diferenciación definitiva. Para comprobar si esto es así en la población utilizada en
nuestros experimentos, realizamos ensayos de RT-PCR múltiple en células individuales.
Para ellos se depositaron células lin-, c-kit+, Sca-1+ aisladas por FACS en placas
multipocillo de tal forma que en cada pocilio sólo hubiese una célula. Como coi fñgJJvÉRSÍDAD
AUTÓNOMA DE
negativo los pocilios 2 a 5 de cada gel no contienen ninguna célula, mientras qut
cuatro siguientes contienen 10 células cada uno (controles positivos). El pocilio
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cada caso corresponde al marcador de peso molecular. En la figura 2 se muestra un
experimento representativo de RT-PCR múltiple utilizando cebadores específicos para
los genes de P-globina, mieloperoxidasa (MPO), el receptor de eritropoietina (EpoR) y
el gen constitutivo hidroxifosforribosil transferasa (HPRT). La media de dos
experimentos independientes indica que el 42.6 % de las células HPRT+ expresan P-
globina, el 61.6 % expresan MPO y el 9.3 % expresan EpoR. Al mismo tiempo el 22.3
% coexpresan P-globina y MPO, el 4.6 % coexpresan P-globina y EpoR y el 0.6 %
expresan los 3 genes analizados simultáneamente. Este patrón es similar al obtenido en
células Un-, CD34+ procedentes de médulas óseas de ratones adultos (Hu et al., 1997).
A) HPRT MPO EpoR
B)
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Fig. 2. Las células lio-, c-kil+, Sca-1+ están preactivadas para distintas linajes
hematopoiéticos. A) Las células se depositaron en pocilios individuales, conteniendo 4 ul de tampón de
lisis. y se analizaron mediante dos rondas de RT-PCR múltiple utilizando oligonucleótidos específicos
para HPRT, p-globina. MPO y EpoR. El primer carril en cada caso corresponde al marcador de peso
molecular. Los carriles 2 a 5 de la fila superior corresponden a pocilios que no contienen ninguna célula y
se utilizaron como control negativo, mientras que los cuatro siguientes corresponden a pocilios que
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contienen diez células (controles positivos). El resto contiene una célula cada uno. El tamaño de los
distintos productos se indica entre paréntesis debajo de cada panel, y la presencia de una banda de mayor
tamaño en algunos de los pocilios refleja contaminación con ADN genómico. B) Esquema del
experimento anterior en el que se resume la coexpresión de (J-globina, MPO y EpoR en células
individuales. Los pocilios marcados con una X no expresan HPRT. M: marcador de peso molecular.
2. LAS REGIONES REGULADORAS DE GENES HEMATOPOIÉTICOS
SE ACTIVAN DESDE UN ESTADO NO METILADO EN CÉLULAS lin-, c-kit+,
Sca-1+
Para empezar a estudiar si la metilación del ADN juega un papel en restringir la
expresión génica durante el desarrollo, decidimos analizar el estado de metilación de
una serie de promotores hematopoiéticos en HSC, así como en células diferenciadas de
distintos linajes.
Para ello se eligieron regiones reguladoras de distintos genes, todas ellas con una
densidad baja de CpGs y se utilizó el método de secuenciación genómica de ADN
tratado con bisulfito (Frommer et al., 1992). El tratamiento con bisulfito sódico provoca
la deaminación de citosinas a uracilo en ADN de cadena simple, mientras que las
citosinas metiladas (5-meC) permanecen fundamentalmente no reactivas al tratamiento.
A continuación, la región a investigar se amplifica mediante PCR utilizando
oligonucleótidos específicos para el ADN modificado, y los productos de PCR se
secuencian. De esta forma, mientras que las citosinas no metiladas aparecen como
timidinas en la secuencia final, las bases modificadas en el ADN de partida permanecen
como citosinas.
2.1. Enhancer intrónico de IgH
Los genes de las inmunoglobulinas recombinan en células productoras de
anticuerpos de forma específica de tipo celular y estadio de desarrollo.
El enhancer intrónico (E(j) de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IgH),
situado entre los segmentos JH y la fracción constante Cu, ha sido implicado tanto en el
control de la recombinación de los distintos segmentos V, D y J en células pro-B como
en la regulación transcripcional del gen en células B maduras (Sakai et al., 1999a; Sakai
et al., 1999b). Por otra parte, ensayos de hipersensibilidad a nucleasas indicaron que el
enhancer es hipersensible a DNasa I en linfocitos B y en distintas líneas celulares
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hematopoiéticas multipotentes (FDCP A4, FDCP 1 y LyD9) (Ford et al., 1992), así
como en timocitos y líneas celulares pre-T, en los cuales se ha descrito la presencia de
transcripción estéril regulada por En (Storb et al., 1981), pero se cierra a medida que las
células se diferencian. Sin embargo en células madre embrionarias (ES) y en la línea de
origen pan-mesodérmico 10T1/2 el enhancer es inactivo y permanece en una
conformación inaccesible a DNasa I. Esto sugiere que su apertura no es una
característica general de todo tipo de células multipotentes sino que parece más bien
exclusiva de células progenituras hematopoiéticas.
Por otra parte algunos trabajos abordan también el estado de metilación de la
región 5f del enhancer, que contiene un sitio de reconocimiento para la enzima sensible
a metilación Hpall. Así, en un estudio realizado por Blackman y Koshland (Blackman
and Koshland, 1985) se observó una correlación entre la diferenciación de células B, la
activación del enhancer y la desmetilación de dicha citosina. Ford y cois., demuestran
además que dicha citosina permanece metilada en todas las líneas hematopoiéticas
multipotentes analizadas, y sólo aparece desmetilada en células pre-B y pre-T. Sin
embargo, ambos trabajos presentan las desventajas de trabajar con líneas celulares,
donde el patrón de metilación puede haberse visto alterado (Antequera et al., 1990), y
de analizar citosinas situadas fuera de la zona de unión de los distintos factores de
transcripción.
En la figura 3.A se representa el locus de IgH de ratón (desde el segmento DQ52
hasta Cu) y un esquema ampliado del enhancer, donde se indican los sitios de unión
para los diferentes factores de transcripción y la posición relativa de los 4 CpGs que
contiene. En 3.B se analizan los datos de metilación del enhancer intrónico de IgH en
distintas células hematopoiéticas diferenciadas así como en células lin-, c-kit+, Sca-1+.
Como se observa, dicha región está completamente desmetilada en el 100% de los
clones analizados (18/18) en células madre hematopoiéticas, así como en células B
(células B220+) (6/6). Por otro lado en células MEL (eritroides) o células CD3+
(linfocitos T maduros) el enhancer está metilado en las cuatro citosinas que flanquean
los sitios de unión de factores de transcripción.
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Fig. 3. El enhancer intrónico de IgH se activa desde un estado desmeritado en células lin-, c-
kit+, Sca-1+. A) Esquema del locus de IgH de ratón (entre las regiones DQ52 y C» , en el que se destaca
el enhancer intrónico Efi y se indican los sitios de unión para factores de transcripción. Las lineas
verticales indican la posición de los cuatro CpGs que contiene (CpG 1-4). En la parte superior se
representa el mapa de densidad de CpGs correspondiente a la región indicada. B) Análisis por bisulfito
del estado de metilación del enhancer en linfocitos T (CD3+) células MEL, linfocitos B (B22O+) y
células lin-, c-kit+, Sca-1+. Los cuadrados blancos representan citosinas sin motilar mientras que los
negros indican citosinas modificadas. Los datos indicados para células MEL, CD3+ y B220+
corresponden a la secuenciación directa de los productos de PCR de dos experimentos independientes, y
el resultado en linfocitos B se confirmó mediante el clonaje y secuenciación de 6 clones. En el caso de
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células madre hematopoiéticas los datos representan el estado de metilación de 18 clones procedentes de
dos tratamientos independientes.
2.2. Enhancer de la mieloperoxidasa (MPO)
La MPO es una proteína con función bactericida que se expresa exclusivamente
en el estadio promielocítico de la diferenciación de células hematopoiéticas a
granulocitos. En 1994 se describió un enhancer en la región 5' reguladora del gen, entre
las posiciones -3.4 a -3.1 kb. Dicho enhancer es activo y accesible a nucleasas en
células WEHI 3BD+, que expresan MPO, mientras que se encuentra en un estado
inactivo en linfocitos B y T (Zhu et al., 1994). En células multipotentes FDCP A4 el
enhancer, a pesar de ser todavía transcripcionalmente inactivo, sí es hipersensible a
DNasal (Ford et al., 1996).
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Fig. 4. El enhancer distal de MPO se activa desde un estado desmctilado en células lin-, c-
kit+, Sca-1+. A) Esquema del gen de MPO de ratón en el que se destaca el enhancer situado entre -3.4 y -
3.1 kb y se indican los sitios de unión para factores de transcripción. Las lineas verticales indican la
posición de los cinco CpGs que contiene (CpG 1-5). En la parte superior se representa el mapa de
densidad de CpGs de) locus completo. B) Análisis por bisulfito del estado de metilación del enhancer en
células MEL, linfocitos T (CD3+) y células lin-, c-kit+, Sca-1+. Los cuadrados blancos representan de
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nuevo citosinas sin metilar mientras que los negros indican citosinas modificadas. Los datos indicados
para células MEL y CD3+ corresponden a la secuenciación directa de los productos de PCR de dos
experimentos independientes, mientras que en el caso de células madre hematopoiéticas los datos
representan el estado de metilación de 10 clones procedentes de dos tratamientos independientes.
En la figura 4.A se representa un esquema del gen de MPO de ratón y se destaca
el enhancer mencionado anteriormente. Como se observa en la figura 4.B, en células
lin-, c-kit+, Sca-1+, esta secuencia se encuentra desmetilada en todos los clones
analizados (10/10), lo que indicaría que el enhancer se activa inicialmente desde un
estado no modificado. Sin embargo, al analizar el estado de metilación en células
diferenciadas que no expresan MPO, como la línea celular MEL, o linfocitos T, se vio
que en estas células el enhancer también se encuentra desmetilado, con excepción de la
citosina situada en posición más 3', que está parcialmente metilada. Estos datos
indicarían que a pesar de que el gen se activa desde un estado desmetilado en HSC, esta
modificación no juega ningún papel en la restricción de la expresión del gen en otros
tipos celulares, al menos en células de sangre.
2.3. El promotor del receptor de eritropoietina (EpoR)
La eritropoietina (Epo) es el principal regulador de la diferenciación de células
hematopoiéticas a eritrocitos. Esta glicoproteína ejerce su acción a través de la unión al
receptor de superficie EpoR. La expresión de dicho receptor, al igual que la de muchos
genes relacionados con el proceso de eritropoiesis, depende principalmente de tres
factores de transcripción: GATA-1, Spl y proteínas de unión al motivo CACCC, como
EKLF (Raich and Romeo, 1993; Youssoufian, 1994). Al igual que sucedía con los
enhancers de IgH y MPO, se han mapeado varios sitios de hipersensibilidad a DNasas a
lo largo del gen y de su región 5' reguladora, uno de los cuales corresponde al promotor
mínimo del gen. Dicho promotor es accesible tanto en células hematopoiéticas
multipotentes como en células eritroides y su grado de apertura depende del nivel de
expresión del gen (Heberlein et al., 1992; Youssoufian, 1994). Por otra parte, se han
detectado transcritos de EpoR en distintas poblaciones mutipotentes, tanto
hematopoiéticas como embrionarias, aunque la expresión es mucho menor que en
células diferenciadas. Con el desarrollo de técnicas de análisis de expresión en células
individuales, se ha podido comprobar que sólo un pequeño porcentaje de células dentro
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de las poblaciones multipotentes expresan el gen (entre el 8 y 10 % en el caso de HSC
procedentes de médula ósea de ratones adultos (Hu et al., 1997 y figura 2 de esta tesis).
En la figura 5 se representa el promotor de EpoR (5.A), y se analiza su estado de
metilación en distintas células hematopoiéticas (5.B). Como se puede observar, dicho
promotor está casi completamente metilado en linfocitos B y T maduros, mientras que
está desmetilado en una línea celular regulada por eritropoietina. En HSC el patrón de
metilación es variable, con un 24 % de los clones desmetilados en las citosinas que
rodean a las secuencias CACCC, GATA-1 y Spl (CpG 4, 5, 6, 8, 9, 10), exceptuando
la que se incluye en el sitio de unión de Spl (CpG 7). Sin embargo, se ha demostrado
que la metilación del sitio Spl (GGGCGG) no afecta directamente a la unión de esta
proteína al ADN (Holler et al., 1988).
B)
FÍE. 5. El promotor de EpoR se encuentra desmeritado en el 24% de bu células Un-, c-kit+,
Sca-1+. A) Esquema del gen de EpoR de ratón en el que se destaca la región del promotor próxima] y se
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indican los sitios de unión para factores de transcripción. Las líneas verticales indican la posición de los
nueve CpGs que contiene (CpG 1-9). En la pane superior se indica la densidad de CpGs del locus
completo. B) Análisis por bisulfito del estado de mediación del promotor en células CD3+, B220+,
proeritroblastos (ver materiales y métodos) y células lin-, c-kit+, Sca-1+. Los datos indicados para
células CD3+, B220+ y proeritroblastos corresponden a la secuenciación directa de los productos de PCR
de dos experimentos independientes, mientras que en el caso de células madre hematopoiéticas los datos
representan el estado de metilación de 25 clones procedentes de tres tratamientos independientes.
Por tanto, y si tenemos en cuenta los datos de expresión de EpoR en HSC
individuales (fig. 2), la proporción de alelos no metilados es también en este caso mayor
al porcentaje de células que expresan el gen.
Hasta ahora, los datos sugieren que las HSC procedentes de ratones adultos están
preactivadas para una serie de linajes hematopoiéticos, no sólo porque coexpresan genes
de distintos linajes, sino porque varias de estas regiones reguladoras se activan desde un
estado desmetilado dentro de la misma población, al menos en un porcentaje de células.
3. EL PROMOTOR DE MIOGENINA ESTÁ DESMETILADO EN UN 8
% DE LAS CÉLULAS MADRE HEMATOPOIÉTICAS
A continuación quisimos investigar si el mayor grado de desmetilación con
respecto a expresión observado en HSC en los genes analizados es una característica
exclusiva de genes hematopoiéticos, o es general a otras regiones reguladoras. Para ello
decidimos analizar lo que sucedía en un gen de otro linaje.
La miogenina es una proteína necesaria para el control de la diferenciación
muscular. Su gen se expresa inicialmente en las somitas más anteriores de embriones de
día 8.5, y depende principalmente de tres secuencias reguladoras en su promotor: un
sitio de unión para factores de la familia bHLH específicos de músculo, un sitio para
factores MEF2, y un sitio mef 3 (al que se unen proteínas de la famila Six). En la figura
6.A se representa un esquema del gen, y se destaca su región promotora.
El análisis por bisulfito de este promotor mostró que las citosinas en CpGs
alrededor de los sitios de unión de factores de transcripción están metiladas en células
MEL (eritroides) y CD3+ (linfocitos T maduros), y generalmente no metiladas en un
tejido que expresa altos niveles del gen (músculo esquelético de ratones neonatos). En
HSC sin embargo, mientras que la mayoría de los clones estaban completamente
metilados, sorprendentemente se detectó un pequeño porcentaje de clones (8% del total
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de clones analizados), en los cuales las tres citosinas situadas antes del sitio de inicio de
la transcripción estaban desmetiladas, y otro 12 % en los que al menos dos de estas
citosinas estaban sin modificar (fig. 6.B).
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Fig, 6. El promotor de miogenina se encuentra desmeritado en el 8-12% de las células lio-,
c-kit+, Sca-1+. A) Esquema del gen de miogenina de ratón en el que se destaca la región del promotor
próxima! y se indican los sitios de unión para factores de transcripción. Las líneas verticales indican la
posición de los cinco CpGs que contiene. En la parte superior de ta figura se representa la densidad de
dinucleótidos CpGs del gen completo. B) Análisis por bisulfito del estado de metilación del promotor en
células MEL y CD3+, músculo esquelético de ratones neonatos y células lin-, c-kit+, Sca-I+. Los datos
indicados para los tres primeros corresponden a la secuenciación directa de los productos de PCR de dos
experimentos, mientras que en el caso de células madre hematopoiéticas los datos representan el estado
de metilación de 25 clones procedentes de tres tratamientos independientes.
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4. LAS CÉLULAS MADRE HEMATOPOIÉTICAS NO EXPRESAN
GENES MUSCULARES
La observación de que al menos un pequeño porcentaje de células madre
específicas de sangre tienen el promotor de miogenina desmetilado, nos llevó a
plantearnos la posibilidad de que el gen se expresase en algunas de ellas. Para analizar
esta hipótesis realizamos ensayos de RT-PCR partiendo del ARN procedente de 4000
células. Como control de la reacción utilizamos células de la línea muscular C2C12 en
cantidad decreciente (4000, 400, 40 y 4 células). El número de células se mantuvo
constante en todos los casos utilizando células CV-1 que no expresan miogenina. Como
se observa en la figura 7, no se observó expresión de miogenina o Myf5 en HSC en
condiciones capaces de detectar expresión de una célula entre 1000, mientras que el gen
constitutivo HPRT se detectó en todos los casos.
Fig. 7. Las células Mn-, c-kit+, Sca-1+ no
expresan miogemna o Myf5. Análisis por RT-
PCR múltiple de la expresión de miogenina,
Myf5 y HPRT en ARN procedente de 4000
células lin-, c-kit+, Sca-1+ (carril I), ó 4000,
400, 40, 4 ó 0 células C2C12 (carriles 2 a 6). El
número de células totales en todos los casos se
mantuvo constante añadiendo células CV-I. El
carril 7 no contiene ARN (control negativo).
Miogeninal
Myf5
1 2 3 4 5 6 7
5. DESMETILACIÓN DEL PROMOTOR DE MIOGENINA EN
SOMITAS DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO
Con objeto de estudiar si la metilación de su promotor juega un papel en regular
la expresión inicial de miogenina durante el desarrollo embrionario, decidimos analizar
el grado de metilación en somitas de embriones de día 9.5 (e9.5). Para ello disponíamos
de la línea de ratones transgénicos GZ1092, en la que la expresión de lacZ está bajo el
control de la región 5' reguladora del gen de miogenina (Yee and Rigby, 1993). En la
figura 8.A se muestran dos embriones de e9.5 teñidos con X-gal, en los que se observa
un gradiente de expresión del gen antero-posterior. En esta figura se intenta representar
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también la variabilidad en cuanto al estadio de somitogénesis que se puede encontrar
dentro de una misma carnada. Durante este proceso, las somitas se desarrollan desde el
mesodermo pre-somitico con una nueva somita creándose cada 1.5-2 horas. Así, en el
panel izquierdo se muestra un embrión de 23 somitas, en el que las somitas 1-8 todavía
no expresan el gen. Este empieza a detectarse en la somita 9, y su expresión aumenta
gradualmente en las somitas más rostrales. El embrión del panel derecho, sin embargo,
se encuentra en el estadio de 27 somitas, en el cual ya se detecta expresión de
miogenina a partir de la somita 3.
-1.09 myo lacZ
A)
B)
Fig. 8. Ratones transgénicos GZ1092. Esquema del transgén GZ1092 en el cual la expresión de
lacZ está bajo el control de la región 5' reguladora del gen de miogenina. A) Embriones de e9.5 teñidos
con X-gal, en los que se observa la expresión del transgén en somitas siguiendo un gradiente rostro-
caudal. B) Somitas intermedias de embriones de e9.5. La flecha indica la somita más posterior en la que
se detecta expresión de lacZ.
Para soslayar esta variabilidad en cuanto a la expresión del gen dentro de cada
carnada, y separar eficientemente las somitas que expresan miogenina, de las que
todavía no han activado el gen, se aislaron embriones de día 9.5 (de entre 25 y 27
somitas) y tras decapitarlos y eliminar el corazón se dividieron en tres regiones: somitas
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posteriores y mesodermo pre-somítico (equivalente en longitud a unas 3 somitas),
somitas intermedias, y somitas anteriores. A continuación, las somitas de la región
media se tiñeron con P-gal. Sólo aquellos embriones en los que al menos la somita más
caudal de esta región era negativa para la tinción con P-gal (y por tanto no habían
activado todavía el promotor de míogenina), se utilizaron para los siguientes
experimentos. En la figura 8.B se muestra un ejemplo de la tinción de somitas
intermedias de dos de los embriones utilizados.
Las somitas anteriores y posteriores fueron aisladas eliminando la mayor
cantidad de mesodermo lateral y de estructuras axiales posibles, de tal forma que hasta
un 30-40% del tejido aislado corresponde a células que expresan o van a expresar
miogenina. En la figura 9.A se muestran los datos del análisis por bisulfito de uno de
estos embriones. Como se puede observar, el promotor de miogenina se desmetila
parcialmente al pasar de somitas posteriores a somitas anteriores, con excepción de la
citosina situada en posición -10 (CpG 3), que permanece generalmente desmetilada en
ambos casos. Un análisis más detallado de los datos muestra que está desmetilación se
corresponde generalmente con clones que han desmetilado todas los CpGs alrededor de
los sitios de unión para factores de transcripción (alrededor del 40% de los clones
procedentes de somitas anteriores en embriones de 25 a 27 somitas). La figura 9.B
muestra los datos de metilación en tejido de músculo esquelético de ratones neonatos,
que expresa cantidades elevadas del gen, y se observa que el promotor está
completamente desmetilado en los tres CpG situadas antes del inicio de la transcripción.
La figura 9.C resume estos datos, representados como el porcentaje de citosinas
metiladas con respecto al total de clones analizados para cada experimento. La
desviación estándar en el caso de somitas anteriores y posteriores de embriones de e9.5
corresponde a tres experimentos diferentes. Sin embargo, si recordamos lo que sucedía
en células hematopoiéticas (fíg. 6), el 100% de los sitios CpGs están metilados en
células no musculares, con excepción del pequeño porcentaje de clones que permanecen
sin metilar en HSC.
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Fig. 9. Desmetilación del promotor de miogenina en somitas anteriores de embriones de
e9.5. Análisis por bisulfito de! estado de metilación del promotor en: A) somitas posteriores (p) y
anteriores (a) en un embrión de e9.5 y B) Células procedentes de músculo esquelético de ratones neonatos
(lengua). C) Representación gráfica de los resultados, representados como el porcentaje de alelos
mctilados con respecto al total de clones analizados para cada citosina. La desviación estándar
corresponde a tres experimentos independientes.
En esta primera parte de la tesis se ha analizado desde qué estado se activan
inicialmente una serie de genes durante el desarrollo en términos de metilación de ADN.
Para ello hemos utilizado dos sistemas distintos: activación de genes específicos de
sangre en células madre hematopoiéticas procedentes de ratones adultos, y activación
del gen de miogenina durante la somitogenesis en embriones. En el primer caso hemos
observado una correlación entre la preactivacion previamente descrita para una serie de
linajes hematopoiéticos y una desmetilación de las regiones reguladoras de los genes
correspondientes. Además, en el caso del enhancer intrónico de IgH o del promotor de
EpoR, estas regiones se mantienen desmetiladas tras la diferenciación de las células
madre hacia linfocitos B o eritrocitos respectivamente, mientras que se remetilan en
células que diferencian a otros linajes. En el caso de la activación inicial del gen de
miogenina durante el desarrollo, observamos una desmetilación del promotor a medida
que las somitas empiezan a expresar el gen. Así, el grado de metilación en somitas
posteriores es mayor que en somitas anteriores, y la desmetilación de los CpGs que
rodean los sitios de unión de los factores de transcripción es completa en músculo
esquelético de ratones neonatos.
6. PROTEÍNAS DE LA FAMILIA bHLH SE UNEN A LA CAJA E
PROXIMAL DEL PROMOTOR DE MIOGENINA INDEPENDIENTEMENTE
DEL ESTADO DE METILACIÓN DEL CpG ADYACENTE
En el análisis del estado de metilación del promotor de miogenina durante el
proceso de somitogenesis observamos que tanto en somitas anteriores como posteriores
el dinucleótido CpG situado junto a la caja E proximal se encontraba desmetilado en
casi todos los clones analizados. Ésta parece ser una característica de células con
potencial miogénico, ya que no se observa en células madre hematopoiéticas o
linfocitos T (fig. 6.B) y nos llevó a preguntamos si la desmetilación de esta citosina en
concreto podría jugar un papel directo en la activación del gen. Para analizar esta
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cuestión decidimos estudiar si la unión de factores específicos de músculo a esta
secuencia del promotor se veía afectada por la presencia de un grupo metilo en esta
citosina. Existen varios casos de factores de transcripción como CTCF (Bell and
Felsenfeld, 2000; Hark et al., 2000) o AP-2 (Comb and Goodman, 1990) cuya unión al
ADN se ve directamente afectada por la metilacion de su secuencia de reconocimiento
mientras que en otros casos la unión es independiente del estado de metilacion del
ADN, como sucede con Spl (Holler et al., 1988). Sin embargo, recientemente se ha
descrito que la metilacion de CpGs fuera del sitio de unión de Spl en el promotor de
p21 es capaz de reducir la unión de Spl/Sp3 (Zhu et al., 2003).
En la figura 10 se muestra un experimento de retardo en gel utilizando
oligonucleótidos para la secuencia de esta caja E proximal del promotor de miogenina y
cantidades crecientes de extractos nucleares de células C2C12 diferenciadas. En el panel
de la izquierda la citosina marcada con una estrella está sin metilar, mientras que en el
de la derecha, el oligonucleótido fue sintetizado incluyendo 5me-citosina en esa
posición. Como se observa, la unión de proteínas nucleares de células musculares a esta
secuencia es igual tanto si la citosina ha sido metilada como si se encuentra sin
modificar. Esto nos sugiere que la metilacion de la citosina en posición -10 no inhibe
directamente la unión de proteínas a la caja E proximal del promotor. Que esta
secuencia se mantenga desmetilada en células con potencial miogénico por algún otro
motivo permanece por investigar.
Fig. 10. Proteínas nucleares de
células C2C12 diferenciadas se unen a la
caja E proximal del promotor de
miogenina independientemente del
estado de metilacion del CpG adyacente.
Experimento de relardo en gel utilizando
cantidades crecientes (1, 3, 5 y 7 fig) de
extractos nucleares de células C2C12
diferenciadas. Como oligonucleótido se
utilizó el fragmento del promotor de
miogenina (-24A4) que contiene la caja E
proximal a la cual se unen factores de la
familia bHLH. En el panel de la izquierda
no metilado metilado
3'-GTGGGTC
el CpG adyacente e indicado con un asterisco se encuentra sin metilar, mientras que en el panel de la
derecha el oligonucleótido se sintetizó incorporando 5-meC en esa posición.
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7. LAS SOMITAS POSTERIORES DE EMBRIONES DE e9.5 NO
EXPRESAN MIOGENINA A PESAR DE TENER LOS FACTORES DE
TRANSCRIPCIÓN NECESARIOS
Con objeto de profundizar en el estudio de los mecanismos que reprimen la
expresión de miogenina en el mesodermo presomítico y somitas recién sintetizadas,
decidimos analizar el patrón de expresión de los distintos factores de transcripción que
se unen a su promotor. Para ello realizamos ensayos de RT-PCR múltiple en somitas
anteriores y posteriores de embriones de e9.5 utilizando como cebadores
oligonucleótidos para miogenina, Myf5, MEF2A, Six 1 y el gen constitutivo HPRT.
Como se observa en la figura 11, en somitas posteriores que todavía no expresan
miogenina, ya están presentes al menos algunos de los factores de las familias de
bHLH, MEF2 y Six. La falta de expresión de miogenina en somitas posteriores podría
ser debida a que una célula dada no expresa suficientes de estos factores. Por otro lado,
la expresión del gen podría depender absolutamente de la presencia de un factor en
concreto.
-RT
HPRT (247)
Fig. 11. Las somitas posteriores de
embriones de e9.5 contienen factores de las
familias bHLH, MEF2 y Six, pero no expresan
miogenina. Ensayo de RT-PCR múltiple en
somitas anteriores (carril 1) y posteriores (caml
2) de embriones de e9.5, utilizando
oligonucleótidos específicos para miogenina,
Myf5, MEF2A, Sixl y HPRT. En el carril 3 no se
añadió retrotranscriptasa a la reacción de RT-
PCR, mientras que el carril 4 no contiene ARN
(controles negativos). El tamaño de cada banda
en pb viene indicado entre paréntesis.
8. EXPRESIÓN DIFERENCIAL DE MYF5, MEF2A Y SIX 1 EN
SOMITAS ANTERIORES Y POSTERIORES DE EMBRIONES DE e9.5
El análisis por RT-PCR múltiple utilizado inicialmente, a pesar de darnos una
idea de la expresión de los distintos factores en somitas, tiene la desventaja de no ser
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cuantitativo. Sabemos que la expresión inicial de genes durante el desarrollo depende de
la existencia de un balance adecuado de los factores necesarios para su activación, así
como de distintas señales extracelulares. Para comprender mejor cual es el balance de
estos factores en células precursoras de músculo, decidimos analizar el número de
células que coexpresan Myf5, MEF2A y Sixl en somitas anteriores y posteriores. Las
somitas de embriones de e9.5 se diseccionaron y el tejido resultante fue disgregado. Las
células vivas se depositaron de placas de 96 pocilios por FACS y se analizó la expresión
de los distintos genes en cada célula mediante RT-PCR múltiple. Los pocilios 2 a 5 de
cada gel no contienen ninguna célula (controles negativos), el sexto contiene 100
células, y los tres siguientes 10 (controles positivos). El primer pocilio corresponde al
marcador de peso molecular y el resto contienen una célula cada uno.
En la figura 12 se muestra un experimento representativo de RT-PCR sobre estas
células. Los paneles de la parte superior corresponden a la expresión de miogenina,
Myf5, Sixl y MEF2A en somitas anteriores, mientras que los paneles de la parte
inferior muestran el número de células que coexpresan estos factores en somitas
posteriores. Como se puede apreciar, la expresión de MEF2A es generalmente ubicua en
todas las células aisladas, mientras que el número de células que coexpresan MEF2A y
Sixl oscila entre un 30 y un 45 % (dependiendo del experimento), tanto en somitas
anteriores como posteriores. Este número coincide con la proporción de tejido aislado
que realmente corresponde a precursores de células musculares que expresan o van a
expresar miogenina. La mayor diferencia que encontramos está en la expresión de
Myf5. Éste empieza a detectarse en somitas posteriores en embriones de e9.5, pero e!
número real de células que expresan el factor es muy bajo y sólo se detecta en los
pocilios que contienen 100 células. En estas condiciones la expresión de miogenina
todavía no es detectable (la presencia de una banda de mayor tamaño en algunos de los
carriles indica contaminación con ADN genómico).
En somitas anteriores, sin embargo, a pesar de que la proporción de células que
coexpresan MEF2A y Six 1 es comparable a la observada en somitas posteriores, Myf5
se detecta en un 10% de células individuales .En este caso, la expresión de miogenina
depende absolutamente de la presencia de Myf5, ya que sólo se observa en células que
expresan este factor. Esto no es sorprendente, ya que se ha descrito que la expresión de
miogenina depende necesariamente de factores de la familia bHLH, y que Myf5 es el
único de esta familia presente en estas células en el momento de activación de
miogenina (Ott et al., 1991).
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La segunda observación surgida de estos experimentos, es que el número de
células aisladas de somitas anteriores que expresan miogenina (aproximadamente un
10%) es sistemáticamente menor del estimado cuando realizamos las disecciones, y que
calculábamos en alrededor de un 30-40%. Esta observación, junto con los datos de
metilación en somitas anteriores de embriones de e9.5 (donde aproximadamente el 40%
de los clones están completamente desmetilados en las 3 citosinas anteriores al inicio de
la transcripción) sugiere que la desmetilación del promotor es previa a la activación del
gen. Sin embargo, el hecho de no poder analizar lo que sucede en la misma célula tanto
a nivel de expresión como de estado de metilación del promotor hace que sea imposible
confirmar esta hipótesis.
miogenina MyfS Six1 MEF2A
Fig. 12. Expresión diferencial de MyfS, MKF2A y Siil en somiUs. Análisis por RT-PCR
múltiple de la expresión de miogenina, Myf5, Sixl y MEF2A en células individuales de somitas
anteriores (paneles superiores) o posteriores (paneles inferiores) de embriones de e9.5. El primer carril en
cada caso corresponde al marcador de peso molecular. Los cuatro pocilios siguientes en la fila superior de
cada panel no contienen ninguna célula, mientras que el sexto contiene 100 y los tres siguientes 10 cada
uno. El tamaño de cada banda (indicado con una flecha negra) es el mismo que en la fig. II, y la
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presencia de una banda de mayor tamaño indica contaminación con ADN genónlico (indicado con una
flecha roja).
9. MYF5, MEF2A Y SIX 1 NO SON CAPACES DE ACTIVAR EL
PROMOTOR DE MIOGENINA METILADO EN ENSAYOS DE
TRANSFECCIONES TRANSITORIAS
Los efectos de la metilación del ADN en la expresión génica no están del todo
claros. La represión causada por dicha modificación depende de un balance entre la
densidad de CpGs metiladas, la fuerza de la unión de las proteínas de unión a ADN
metilado (MBDs) y la presencia de factores de transcripción específicos de tejido. Así
los promotores que contienen islas CpGs están desmetilados en todos los tejidos del
organismo (exceptuando los promotores asociados con el cromosoma X que ha sido
inactivado, y los de algunos genes que se inactivan por imprinting). La metilación de
estos promotores da lugar a la unión estable de proteínas de unión a ADN metilado, lo
que conduce a una fuerte represión de estas regiones. Sin embargo, en el caso de
regiones reguladoras con una densidad baja de CpGs, la unión de MBDs es más débil y
por tanto más fácilmente desplazable. En estas regiones la presencia de un enhancer
fuerte como el del virus SV40 es capaz de anular el efecto represor de la metilación del
ADN (Boyes and Bird, 1992).
Relacionado con esta observación, el segundo objetivo general de esta tesis fue
estudiar si es posible activar secuencias reguladoras desde un estado metilado cuando
todos los factores de transcripción necesarios se encuentran presentes y en las
cantidades adecuadas.
Para ello se realizaron en primer lugar ensayos de transcripción transitoria en los
que se utilizó la región 5' reguladora del gen de miogenina de ratón, unida al gen de la
luciferasa. Esta construcción fue metilada in vilro, utilizando la enzima bacteriana Sssl
y se transfectó en células CV-1, junto con vectores de expresión para Myf 5, MEF2A y
Sixl. Las células CV-1, a pesar de no contener factores de las familias bHLH o MEF2
endógenos, son capaces de iniciar el programa miogénico en respuesta a la transfección
con dichas proteínas (Kaushal et al., 1994). Como se ve en la figura 13, los tres factores
son capaces de activar el promotor de miogenina en células CV-1 cuando el promotor
no está metilado. Además se observó un efecto aditivo entre ellos y la activación es
máxima en células cotransfectadas con los tres. Sin embargo, tras la metilación del
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promotor lo primero que observamos es una disminución en la actividad basal de unas 5
veces. En este caso, la cotransfección con los distintos factores de transcripción, aunque
recupera parcialmente la actividad del promotor metilado, no consigue alcanzar en
ningún caso la actividad obtenida con el promotor sin metilar.
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Fig. 13. Efecto de la metilación en la activación del promotor en ensayos de transfecciones
transitorias en células CV-1. Las células CV-1 fueron transfectadas con 2.5 ug de una construcción del
promotor de miogenina (-1.09wt) fusionada al gen de luciferasa sin metilar o metilada con Sssl y 2.5 u.g
de vectores de expresión para Myf5, MEF2A y Sixl. Las cajas indicadas como 3, 2 y 5 en el promotor
indican los sitios de unión meO (al que se unen proteínas de la familia Six), meO y la caja E proximal
(que une Myf5) respectivamente. 24 horas después de la transfección las células se incubaron durante 48
horas en medio de cultivo conteniendo 2% de suero de caballo. Los datos viene representados como
unidades de actividad luciferasa relativa (URL) normalizadas con respecto a la actividad p-galactosidasa
de cada extracto.
Para descartar que este efecto fuese debido a que las células CV-1 careciesen de
otros factores específicos de células musculares, se utilizó la línea celular C2C12,
procedente de mioblastos de ratón. El proceso de diferenciación de mioblastos a
miotubos viene acompañado de una serie de cambios en las células. El más llamativo de
todos es un cambio morfológico. Las células C2C12 sin diferenciar son mioblastos de
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morfología poligonal, capaces de dividirse indefinidamente (fig. 14.A). Sin embargo,
cuando las células alcanzan confluencia, se pone en marcha el proceso de diferenciación
y los mioblastos se fusionan entre sí para dar lugar a fibras alargadas multinucleares
denominadas miotubos (fig. 14.B) Esta diferenciación se ve estimulada en medio bajo
en suero (2% de suero de caballo), aunque las señales exactas responsables de este
proceso no se conocen completamente. A nivel molecular, este proceso viene iniciado
por la activación de una serie de genes de diferenciación, uno de los cuales es
miogenina.
A) B) F'K- 14- Diferenciación
de células C2C12 en respuesta a
bajo suero. A) Mioblastos
proliferando en medio de
crecimiento (10% SFT). B)
Células diferenciadas a miotubos
tras 48 horas en medio de
diferenciación (2% SC).
10% SFT 2%SC
El fragmento del promotor de miogenina unido al gen de la luciferasa (metilado
o sin metilar) se transfectó en células C2C12 y la actividad luciferasa se midió a las 48
horas de inducir la diferenciación de las células. Como se ve en la figura 15, la
construcción metilada del promotor tampoco es activa en células musculares. También
comprobamos que la mutación de los tres sitios de unión de factores de transcripción
situados en el promotor mínimo, a pesar de reducir drásticamente la actividad de la
construcción no metilada, no es capaz de aboliría completamente. Esta observación está
de acuerdo con datos que indican que aunque la secuencia comprendida entre -133 y +5
es suficiente para una correcta activación espacio-temporal del gen durante el
desarrollo, las secuencias situadas entre -1092 y -133 son necesarias para alcanzar
niveles adecuados de expresión en ratón (Yee and Rigby, 1993).
En resumen estos experimentos indican que no es posible activar la transcripción
desde el promotor de miogenina metilado en ensayos de transfecciones transitorias,
incluso aunque los factores de transcripción adecuados estén presentes.
Sin embargo, estos experimentos tienen una serie de desventajas: en primer
lugar se utilizaron plásmidos metilados ¡n vitro con la enzima Sssl. Esta enzima metila
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todas las citosinas en dinucleótidos CpG, mientras que la densidad media de CpGs
metiladas en ratón es de 60-70%. Además, Sssl metila también la secuencia del gen de
la luciférasa y el vector, con un alto contenido en CpGs. Por tanto, la densidad de
citosinas metiladas es mayor de la que encontraríamos en el gen endógeno. Por otro
lado, en nuestros experimentos el plásmido introducido es incapaz de replicarse,
excluyendo un posible mecanismo de desmetilación pasiva previo a la transcripción del
gen.
Por todo esto decidimos analizar la cuestión utilizando un abordaje distinto, que
reprodujese más fielmente lo que sucede in vivo en las células.
Fig. 15. Efecto de la mediación en la
activación del promotor en ensayos de
transacciones transitorias en células C2C12.
Las células C2C12 se transfectaron con 2.5 ug
de la construcción silvestre del promotor de
miogenina (-1.09wt). o con una construcción
en la que se mutaron todos los sitios de unión
para factores de transcripción situados en el
promotor proximal (-1.09mut). sin metilar o
metiladas con Sssl. 24 horas después de la
transfección se indujo la diferenciación de las
células mediante el cambio a medio bajo en
suero y se incubaron durante otras 48 horas.
Los datos viene representados como unidades
de actividad luciférasa relativa (URL) normalizadas con respecto a la actividad p-galactosidasa de cada
extracto.
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10. NUEVA APROXIMACIÓN: ENSAYOS DE ACCESIBILIDAD AL
PROMOTOR DE MIOGENINA EN CÉLULAS C2C12 TRANSFECTADAS
ESTABLEMENTE
Como se menciona en la introducción de esta tesis el ADN en el interior de una
célula eucariota está altamente empaquetado en cromatina. Para que la mayoría de los
procesos nucleares como la transcripción puedan ocurrir, es necesario que esta
estructura se desorganice, al menos parcialmente.
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Las zonas reguladoras (promotores y enhancers) de genes que están siendo
expresados suelen asociarse con sitios de hipersensibilidad a nucleasas (HS). Éstas son
regiones que carecen de nucleosomas convencionales (revisado en Gross and Garrard,
1988) y son más sensibles a DNasa I y otras nucleasas que el resto del gen. La
formación de un HS depende de la unión de factores de transcripción específicos de
tejido (Boyes and Felsenfeld, 1996; Stamatoyannopoulos et al., 1995) siendo éste un
fenómeno de todo o nada. Es decir, la mutación de los distintos sitios de unión para
factores de transcripción disminuye aditivamente el número de células capaces de
formar un sitio de HS.
Para estudiar si la metilación de ADN juega algún papel en la formación de HS
se diseñó el siguiente sistema experimental. Construcciones del gen de miogenina
(fragmento EcoRV conteniendo las secuencias comprendidas entre -4.2 y +1.5) fueron
metiladas in viíro utilizando Sssl y se transfretaron establemente en mioblastos C2C12.
A continuación se diferenciaron las células a miotubos, y tras 6 días en medio de
diferenciación (DMEM suplementado con 2% de suero de caballo), se extrajeron los
núcleos, y se analizó la accesibilidad de las distintas construcciones del promotor a
enzimas de restricción. Un esquema de esta aproximación está representado en la figura
16. Sin embargo, para que estos experimentos sean válidos es necesario analizar en
primer lugar si el promotor de miogenina adopta una estructura sensible a nucleasas en
células que expresan el gen.
Transfectar establemente mioblastos C2C12
Inducir diferenciación
Aislar núcleos y analizar la formación de HS
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Fig. 16. Esquema de la generación de lineas establemente transfectadas con el gen de
miogcnina. Construcciones conteniendo las secuencias comprendidas entre -4.2 y +1.5 kb del gen, donde
los sitios de unión para Myf5 (5), MEF2A (2) y Sixl (3) del promotor se mutaron solos o en todas las
posibles combinaciones fueron mediados in vitro utilizando la enzima Sssl. A continuación, se
cotransíectaron en células C2C12 junto con un vector de expresión de resistencia a higromicina y se
seleccionaron células establemente transfectadas con dicho antibiótico. Las células se diferenciaron y se
midió el porcentaje de accesibilidad a enzimas de restricción de las distintas construcciones.
11. EL PROMOTOR DE MIOGEMNA ES SENSIBLE A DNasa I Y
ACCESIBLE A ENZIMAS DE RESTRICCIÓN EN CÉLULAS C2C12
DIFERENCIADAS
Con objeto de estudiar si la activación de miogenina viene acompañada de una
estructura de la cromatina "abierta" alrededor de su promotor, decidimos realizar un
mapeo de DNasal a lo largo del gen, utilizando núcleos de células C2C12 diferenciadas.
Para ello las células se cultivaron en un medio bajo en suero durante un período de 72
horas, tras el cual se extrajeron los núcleos y se incubaron en presencia de cantidades
crecientes de DNasa I. Esta enzima digiere ADN que no está recubierto por
nucleosomas con más facilidad (uno o dos órdenes de magnitud más) que el resto del
genoma. A continuación se extrajo el ADN genómico, se cortó con enzimas
flanqueantes y se analizó por Southern blot. La figura 17.B muestra un experimento
representativo de este mapeo, en el que se pueden distinguir al menos dos sitios
hipersensibles a DNasas a lo largo del gen. El primero (HS1) corresponde al promotor
de miogenina que, como era de esperar, es hipersensible en células que han activado el
gen. El segundo (HS2) está situado en el extremos más 5' del primer intrón, y no se
corresponde con ninguna secuencia reguladora descrita hasta el momento para este gen.
En algunos experimentos fuimos capaces de detectar también un tercer HS (HS3),
situado en el extremo mas 3' del primer intrón. En la figura 17.A se muestra un
esquema del gen, en el que se indica la posición de los distintos sitios de
hipersensibilidad.
Para confirmar estos datos, y al mismo tiempo comprobar si el posible HS3 es
realmente una zona que carece de nucleosomas convencionales utilizamos enzimas de
restricción para digerir los núcleos. Las enzimas de restricción no son capaces de cortar
si su secuencia de reconocimiento está recubierta por un nucleosoma. Además, si se
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utilizan en exceso tienen la ventaja de dar una medida cuantitativa de la cantidad de
ADN digerido en una secuencia concreta. Al contrario de lo que sucede cuando se
utiliza ADN desnudo la digestión nunca es del 100% cuando se realiza sobre ADN
empaquetado en cromatina y suele alcanzar un máximo que oscila entre el 35-50 %
dependiendo de la sensibilidad del HS.
Para nuestros experimentos iniciales elegimos dos enzimas distintas. La primera
(AflIII) corta una única vez en el promotor de miogenina, en posición -138, mientras
que la segunda (Banl) corta tres veces a lo largo de la secuencia del gen: una en el
promotor proximal (en posición -25) y otras dos en el primer intrón (en +1462 y
+2605). Los experimentos se realizaron de nuevo sobre núcleos de células C2C12
diferenciadas durante 72 horas, y utilizando un exceso de enzima. La sonda utilizada
(myol) fue la misma que en la figura 17.B. En la figura 17.C podemos comprobar que
tanto Afllll como Banl son capaces de cortar en el promotor, y ésta última es también
accesible a las dos secuencias de reconocimiento situadas en el intrón 1. Esto confirma
que los tres sitios identificados mediante el mapeo con DNasal se encuentran en una
estructura de cromatina más accesible que el resto del gen.
A)
ERI
HS1 HS2 HS3
C)
Afllll
Banl
0.83-
HS1
HS2
HS3
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Fig. 17. El promotor de miogenina es hipersensible en células C2C12 diferenciadas. A)
Esquema del gen entre las secuencias -1.9kb y +2.3kb, en el que se indican la posición de los tres exones
(cajas negras), asi como de los tres sitios de hipersensibilidad encontrados. La sonda utilizada (myol) está
indicada como una barra horizontal en la parte superior (segundo intrón), y los sitios de corte para EcoRI
(ERI), Afim (A) y Banl (B) están señalados en la parte inferior. B) Núcleos de células C2C12
diferenciadas durante 48 horas se incubaron con cantidades crecientes de DNasal. El ADN se extrajo y 25
ug se digirieron con EcoRI. A continuación las muestras se resolvieron en un gel al 0.9% de agarosa, se
transfirieron y se hibridaron con una sonda correspondiente a la región del gen entre +1122 y +1480. Los
sitios HS1 y HS2 están indicados con flechas, mientras que un posible HS3 viene indicado con un
asterisco. C) Núcleos de células C2C12 diferenciadas durante 48 horas se incubaron con 100 unidades de
AflIII ó 200 unidades de Banl durante una hora. A continuación se extrajo al ADN y se analizó como en
el apartado anterior. Los tres sitios HS vienen indicados con flechas.
La observación de que el promotor de miogenina se encontraba en una zona de
hipersensibilidad a DNasas en células C1C12 no es sorprendente ya que, como hemos
visto, las zonas reguladoras de genes transcripcionalmente activos suelen presentar una
estructura más "abierta" de la cromatina. Sin embargo, en nuestro mapeo inicial a lo
largo del gen hemos detectado también otros dos sitios de hipersensibilidad situados en
el primer intrón, que no corresponden con secuencias reguladoras previamente descritas
de este gen. Aunque el estudio de los sitios HS2 y HS3 está fuera de los objetivos de
esta tesis, decidimos realizar un estudio comparativo de las secuencias de dicho intrón
en varias especies. Al mismo tiempo analizamos también si existen posibles sitios de
unión para factores de transcripción específicos de músculo en dicha secuencia.
Como se observa en la figura 18, la secuencia de la región 5' del intrón 1 del gen
está altamente conservada en ratón, rata y humanos, lo que apoya la hipótesis de un
posible papel regulador de esta región. Al mismo tiempo, se han detectado tres posibles
cajas E a lo largo de esta secuencia en el gen de ratón. La primera de ellas está
conservada además en rata y humanos, mientras que la segunda sólo se conserva
completamente en rata en la misma posición. La última de ellas, a pesar de encontrarse
solamente en ratón, está situada solapando con el sitio de corte de Banl en HS3, lo que
explicaría la aparición de este sitio de hipersensibilidad en células C2C12. Sin embargo,
para analizar si estos sitios son importantes en la regulación del gen, sería necesario
realizar experimentos de transactivación con las secuencias correspondientes.
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CGGGGCGGGGGCGGGCCCCAGCCAGGGGTAAGTGGCCATCCCATCCCCCTGCCCCAAGGG
ratón
rata
humano
ratón
rata
humano
ratón
rata
humano
ratón
rata
humano
E T A A G T G G C T A G T A C A CCftGATCCA—GGGATAGGGCCAGAGGGAGGTGCCTGGTC
bTAAGTGGCTGGTGCA CCAGTTCCA--GGGATAGAGCCAGAGGGAGGTGCCTGGTC
^AAGTGGCCATCTCATCCCCCTGCCCCAflGGGGACGGGGCCAGAGGGAGGCACCTGGAC
Caja El
AGCCCCGGGCCACCA GAGCTAGAACAGGTGCAAAGCAGGGCCCTTGG
AGCCTCGGGCCACCA GAGCTAGAACAQGTGCAAAGCAGGACCCTGGA
AGCCTCAAGACCCCAAGAGGGGCTCAGAGGGTTGGAGCAOCTSCCAGACAGGGTCG~AGG
GATCCCTGGACCCCTTTCCTTGTCGG—CTAGACTGTCCAGT-GGCCTTCTGGGCTC-AT
GATCCCAGC^CCCCTTTCCTGGTCGG--CTAGAGTGTCCAGC-GGCCTTCTGTGATC-AT
GGCTGCAGGAGCCCTTCCCTGGTCAGAGCTGGGCrATCCAGCTGACCTCCTGTGTCCTGT
Caja 12
ACTGTTTCCA AAATACAGATaGGGTAGGGTGGACTG
ACTGTTTCaVGACCAGACAAAGGCAGTGAATAT-AAATACaSílTOGGGTGGGGTGGATTG
GTTCTTTCCAGACAAGATAAAGGCAGTGGGGAGGAAGTGCAGAAGGGGTTGGGGTGG—G
ratón
rata
humano
GCACAGGAGAACAGAAGGGGCCCGGAAACAAGCCTGCAGTAAG GGCTTTGGTGAG-
GCACAAGGGAACAGAAGAGACCCAGAAACAAGCCTGAAGTAAG GGCTTAGGAGAG-
GAACATAGGACTGAAGAAAGATCAGGAGCAAGGCCACAGTCAGCCCAGGTGAGGGTGAGG
ratón
tata
humano
ratón
rata
humano
CCTAGGT GAAAATGAGGGAAAAGTGGCCTAAGAAACCT
CCTAGGT GAAAATGAGA-AAAAGTGGCCAAAGAAACCC
ATTAATCCCAGTGCCTGAGTCAGAGCCTAAAAGGCCAGGCCAAGTTCACCAGAGAAGACT
GCTTTGTCC-AA GTCCftCAGCC TTCATTTTTGACCTGACGAAACACATTAGAA
GCTTTATCCCAA AGCCATAGCC-—TCTATATTTGAGCTAACAAAACACATTAGAA
GCTTTGCCCCCATCCTGGGTGTGGCTGAGCAGAGAGAAAACCCACTCAGTCTCATTGGAA
ratón
rata
TGCCCACAGGCCTGCTCAG GAGC--CACCGTAACAAAATACTGTGGTTTATCACCCT
TGTCCATAGGCCGGCTCAG GAGC--CACCATAACAAAATACTCTGGTTTACCACCCT
CTCCAGCAGGCCTGCACAAAGCGAACTTCACTGGGCCACAAAATCTGTCTCCATCACCCT
ratón
cata
humano
CACCGCCGAAATGAAAGCAAAGTTCTCATCCTAGAAGCTAGGAAAGACCTAGAAGTAGGA
TATCCCTAAAATAAAGGCAAAATTCCCATCCTAGAAGCTAGGAAAGACCTAGAAATATGA
TATCGCCAGAGTCAGGAGAACCAGGGACCCCTTTAAGCT-GGTGTCCTGTGAGAGCAGAA
ratón
rata
ratón
rata
humano
TGTCTAT GGTAACATTCTGCAG TAGAC—TTGACC-TTG-GACCTTGGCCTT
TGACTAC GGTAACATTCTATGG TGAGTAACTGACC-CTGTAACCCAGGCAGA
CCACCACCCAGGATGGAAGCCAGGAAGGCCTGGAAGCAGGGCCTCTGGGGTGTGAGAGGA
Caja B3
GTCTTGCATGCAOgrscd- CAGT-GAATGCAACTC CC-ACAGCGCC-TCCTGCA—
GAGAAATACCTGAGACCTpTAGT-AGACTrGACCTTGGACC-TTGGCCTTGTCTTGCATG
GCTAGTTACAAAGATTCTFGGGTTGGGGATGGCCI^GGCTGGAAGGCCACAGCCTGTGGC
Fig. 18. Análisis comparativo de las secuencias del primer intrón del gen de miogenina en
ratón, rata y humanos. Los alineamientos se llevaron a cabo con e! programa Clustal X. Los nucleótidos
conservados en las tres especies se han indicado con asteriscos rojos, y en azul y negrita se indican la
posición de tres posibles cajas E en la secuencia de ratón. Las secuencias correspondientes a los sitios de
reconocimiento de Banl están señaladas en cursiva y subrayadas.
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12. LA METILACIÓN DEL PROMOTOR DE MIOGENINA DISMINUYE
LA PROBABILIDAD DE FORMACIÓN DEL SITIO DE HIPERSENSIBILIDAD
HS1
A continuación pasamos a estudiar el posible papel que pueden jugar la
metilación del promotor de miogenina y los distintos factores de transcripción en la
formación del HS1. Para ello fragmentos del gen sin metilar o metilados con Sssl se
introdujeron establemente en células C2C12. Además de la linea que contenía la
construcción silvestre, se generaron líneas que contenían mutaciones en los sitios de
unión de los distintos factores de transcripción, en todas las posibles combinaciones. De
esta forma pretendíamos analizar además el papel que juegan dichos factores en la
generación de cromatina activa, y comparar lo que sucede cuando el ADN está metilado
o sin metilar. Para generar cada una de estas lineas las células se cotransfectaron con las
distintas construcciones junto con el gen de resistencia a higromicina, y se
seleccionaron con dicho antibiótico durante al menos dos semanas. Inicialmente los
experimentos se intentaron realizar sobre clones individuales para cada una de las
construcciones. Sin embargo, el mismo proceso de aislamiento de clones seleccionaba a
su vez células con menor capacidad de diferenciación, que no eran capaces de formar el
sitio de hipersensibilidad en el promotor del gen endógeno. Por este motivo, los
siguiente experimentos se realizaron utilizando conjuntos de células.
Las células establemente transfectadas se diferenciaron en medio bajo en suero y
se recogieron a los 6 días. Los núcleos se aislaron y los ensayos de accesibilidad a
enzimas de restricción se realizaron como en el apartado anterior, utilizando en este
caso 200 unidades de la enzima Dral por cada 6.5X105 núcleos. Se comprobó
previamente que esta cantidad de enzima era suficiente para que la digestión del
promotor endógeno alcanzase un máximo en 1 hora de incubación (datos no mostrados).
En la figura 19.A se representa un esquema del gen endógeno y del transgén
silvestre, junto con los tamaños de las bandas sin digerir y digerida. Las mutaciones
introducidas en las distintas construcciones son las que se indican en la figura 16.
Como hemos visto antes, dichas mutaciones se introdujeron solas o en todas las posibles
combinaciones, y las construcciones se transfectaron establemente sin metilar o tras
metilarlas in vitro con Sssl.
La figura 19.B muestra un ejemplo de Southern hlot. El panel superior fue
hibridado con una sonda que sólo reconoce el transgén (P-globina), mientras que el
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inferior está hibridado con una sonda para el tercer exón de miogenina (myo2), que sólo
está contenido en el gen endógeno. La cantidad de radiactividad de cada banda se midió
utilizando un Phophorlmager. El porcentaje de accesibilidad del gen endógeno
representa el nivel máximo de corte para esa línea celular y experimento concretos y
depende del grado de diferenciación de las células. Se calcula como (cantidad de
radiactividad en la banda digerida)/ (cantidad de radiactividad total) X 100, y en el caso
de las células C2C12 parentales oscila entre 30-40%. Para cada experimento concreto y
para cada línea celular se midió el grado de accesibilidad del promotor endógeno (panel
inferior de 19.B) y se utilizó como control interno de la reacción.
En la figura 19.C se representa el porcentaje de accesibilidad relativa del
promotor en cada una de las construcciones transgénicas, calculado como [(cantidad de
radiactividad en la banda digerida)/(cantidad de radiactividad total)]transgén /
[(cantidad de radiactividad en la banda digerida)/(cantidad de radiactividad
total)]endógeno X 100. Con estos experimentos demostramos en primer lugar que la
mutación de los distintos sitios de unión para los factores de transcripción en el
promotor de miogenina sin metilar disminuye, aunque con diferente potencia, la
probabilidad de formar un sitio de hipersensibilidad. Esta disminución es aditiva y
máxima cuando los tres sitios están mutados. Un fenómeno similar se ha observado en
otras regiones reguladoras como el enhancer de la (3A/E globina de pollo (Boyes and
Felsenfeld, 1996). En el caso del promotor de miogenina las mutaciones de los sitios
mef2 y mef3 disminuyen en más de un 50% la accesibilidad del promotor.
Sorprendentemente la mutación de la caja E proximal por sí misma no tiene apenas
ningún efecto, pero sin embargo sí que es capaz de potenciar la acción de las otras
mutaciones.
La segunda cuestión que abordábamos con estos experimentos era estudiar el
papel que juega la metilacion de las secuencias reguladoras en la generación del sitio de
hipersensibilidad. Como se ve en la figura 19.C (barras granates), la metilacion del
promotor disminuye la probabilidad de formar el sitio de hipersensibilidad en más de un
60% incluso aunque el promotor se encuentre intacto. En este contexto, la mutación de
dos o tres de los sitios de unión para factores de transcripción anula casi completamente
la capacidad de formar cromatina activa. Es decir, se necesitan más factores de
transcripción para activar desde un estado metilado, aunque la activación es sólo parcial
cuando las secuencias reguladoras se encuentran metiladas.
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Fig. 19. Accesibilidad del promotor a enzimas de restricción. A) Esquema del gen de
miogenina de ratón endógeno y del transgén silvestre (wt) introducido establemente en células C2CI2.
Las cajas blancas representan los sitios de unión para los factores Myf5 (5). MEF2 (2) y proteínas de la
familia Six que se unen al sitio meO (3) en el promotor, y las cajas negras indican la posición de los tres
exones. En el caso del transgén el tercer exón ha sido sustituido por la cola poli A del gen de [t-globina de
X
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pollo. Las diferentes mutaciones del transgén utilizadas son las representadas en la figura 16. Los sitios de
corte de PvuII, Dral y EcoRI vienen indicados en cada caso, así como el tamaño de las bandas sin digerir
y digerida. B) Southern blot en el que se analiza la accesibilidad de las distintas construcciones del
promotor, sin metilar o metiladas. Núcleos de cada una de las líneas diferenciados durante 6 días se
incubaron con 200 unidades de Dral durante una hora. El ADN se extrajo y se digirieron 25 ug con EcoRI
y PvuII. A continuación se resolvieron tas muestras en un gel de agarosa al 0.9%, se transfirieron y se
hibridaron con una sonda correspondiente a secuencias del tercer exón (panel inferior). El panel superior
muestra la misma membrana hibridada con una sonda correspondiente a la cola poliA del gen de p-
globina (transgén). La intensidad las bandas se midió utilizando un Phosphorlmager, y el porcentaje de
accesibilidad para cada línea se calculó como: (cantidad de radiactividad en la banda digerida)/ (cantidad
de radiactividad total) X 100. C) Gráfica indicando la accesibilidad media de cada línea, normalizada en
cada caso con respecto a la accesibilidad del gen endógeno.
13. LA MET1LACIÓN DEL PROMOTOR DISMINUYE EL NÚMERO DE
CÉLULAS CAPACES DE FORMAR UN SITIO DE HIPERSENSIBILIDAD
Como hemos visto en el apartado anterior, la metilación de la secuencia
reguladora del gen de miogenina reduce la accesibilidad a enzimas de restricción. Es
decir, disminuye la probabilidad de que se forme el sitio de hipersensibilidad. Existen
dos mecanismos generales que podrían explicar este comportamiento. Ambos se basan
en la hipótesis de competición entre factores de transcripción y MBDs por la unión al
promotor de miogenina metilado. En el primer modelo la estructura de todos los sitios
de hipersensibilidad estaría alterada y por tanto más inaccesible debido a la presencia de
estas MBDs compitiendo con los factores de transcripción, y la formación del HS se
vería debilitada en todas las células. En este contexto, las enzimas de restricción
utilizadas en los ensayos cortarían más lentamente debido al impedimento estérico, pero
al final llegarían al máximo alcanzado en la construcción sin metilar.
El segundo modelo, sin embargo, se basa en la existencia de dos poblaciones de
núcleos: los que contienen un sitio completamente accesible y aquellos que contienen
un HS completamente inaccesible. Esto se explicaría si sólo en un porcentaje de las
células el balance de factores de transcripción fuese suficiente para desplazar a las
MBDs, y entonces las desplazasen completamente, mientras que en el resto fuesen estas
proteínas las que se uniesen a la secuencia reguladora compactando la cromatina. En
esta situación, que se ha denominado de "todo o nada", las enzimas de restricción
cortarían la construcción metilada con una cinética similar a la construcción sin metilar,
80
Resultados
pero alcanzarían un máximo de corte menor. Este máximo reflejaría el número de
núcleos en los que el promotor es accesible.
Para estudiar qué sucedía en nuestro promotor, realizamos ensayos de
accesibilidad con Dral en núcleos de células establemente transfectadas con la
construcción silvestre metilada o sin metilar a distintos tiempos. Como control interno
de la reacción se utilizó de nuevo el gen endógeno. En estas condiciones analizamos
tanto la cinética como el máximo de la reacción para cada línea.
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Fig. 20. Cinética de la accesibilidad de Dral. A) Núcleos de células transfectadas con la
construcción silvestre sin metilar (wt-) o metilada (wt+) indicadas en la figura 19, y de células C2CI2
parentales (endog) diferenciadas durante 6 días se incubaron con 200 unidades de Dral durante 0, 15, 30,
60 y 120 minutos, y se procesaron como en la fig. 18. Los dos primeros paneles están hibridados con la
sonda correspondiente a la cola poliA del gen de p-globina, mientras que el último está hibridado con la
sonda correspondiente al tercer exón de miogenina. La exposición de la película es mayor en el caso de la
construcción metilada para que sea detectable la banda digerida. B) Gráfica en la que se representa el
porcentaje de accesibilidad con respecto al tiempo de incubación con Dral para cada línea. C) Gráfica
para la cual se ha considerado el máximo de accesibilidad de cada locus como el 100% y se muestra el
porcentaje de accesibilidad relativa con respecto al tiempo de digestión con Dral.
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En la figura 20.A se muestra un ejemplo de Southern blot de núcleos digeridos
durante 0, 15, 30, 60 y 120 minutos con la misma cantidad de enzima, y en la figura
20.B se representa gráficamente el porcentaje de accesibilidad con respecto al tiempo
para cada construcción. Como se puede apreciar tanto el promotor endógeno como el
Iransgén sin metilar, siguen un patrón de corte similar, alcanzando un máximo de
alrededor del 35-40% de corte entre 30 y 60 minutos. Por otra parte, la construcción
metilada también alcanza un máximo, aunque en este caso es del alrededor al 8-12%.
Para comparar las cinéticas de las distintas reacciones representamos los datos de forma
que el máximo de accesibilidad para cada reacción fue considerado el 100%. La figura
20.C muestra el porcentaje de accesibilidad relativa para cada una de las construcciones
y nos indica que todas siguen una cinética similar, alcanzando un 50% de corte en tan
solo 10-20 minutos, y un máximo entre media y una hora.
Podemos concluir por tanto que la metilación del promotor de miogenina
disminuye la probabilidad de formar el sitio de hipersensibilidad debido a que
disminuye el número de células capaces de reorganizar la estructura de la cromatina
alrededor de esta secuencia. En las células que se forma, el sitio es completamente
accesible.
14. LAS CÉLULAS C2C12 NO SON CAPACES DE DESMETILAR EL
PROMOTOR DE MIOGENINA METILADO IN VITRO EN RESPUESTA A
ESTÍMULOS DE DIFERENCIACIÓN
En los últimos años ha aumentado el número de estudios demostrando que
algunos activadores transcripcionales pueden promover desmetilación de ADN (Han et
al., 2001; Hsieh, 1999; Kirillov et a!., 1996; Matsuo et al., 1998; Saluz et al., 1988). Sin
embargo, con excepción de este último que se realizó utilizando ADN integrado
establemente en el genoma, todos los demás han sido realizados utilizando
transfecciones transitorias, o episomas estables. Además, en la mayoría de ellos
(exceptuando de nuevo algunos de los estudios realizados por Hsieh y cois.) no se
utilizó la enzima Sssl para metilar el ADN, sino combinaciones de las enzimas Hpall y
Hhal. Estas enzimas metilan también citosinas en dinucleótidos CpG, pero sólo si se
encuentran en el contexto CCGG y GCGC (respectivamente). Por tanto la densidad de
ADN metilado obtenido tras el tratamiento con ellas es mucho menor que si se utiliza
Sssl.
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Por otra parte, ensayos con enzimas de restricción sensibles a metilación a lo
largo del gen de miogenina de ratón han mostrado que la desmetilación de una citosina
en la región 5' reguladora se correlaciona con la activación del gen en células C2C12
(Lucarelli et al., 2001). En este mismo estudio se observa que dos citosinas situdas en el
primer exón permanecen metiladas durante el proceso de diferenciación. Sin embargo
ninguna de estas tres citosinas está en la región del promotor mínimo analizado en
nuestros experimentos, el cual observamos que se desmetila alrededor de los sitios de
unión para factores de transcripción durante el proceso de miogénesis en el embrión.
Nuestros datos en embriones de e9.5 indican además que el grado de desmetilación es
mayor que el número de células que expresan el gen en somitas anteriores de embriones
de e9.5, sugiriendo que dicha desmetilación es previa a la activación inicial del gen.
Por todo esto nos planteamos si los sitios de unión para los factores de
transcripción en el promotor de miogenina juegan un papel en el proceso de
desmetilación observado in vivo. Para ello decidimos analizar en primer lugar si la
construcción silvestre metilada in vitro y transfectada establemente en células C2C12 se
desmetila al inducir la diferenciación de las células. Núcleos de células diferenciadas
durante 5 ó 7 días fueron aislados como en el apartado anterior y se comprobó que las
células habían diferenciado a miotubos siguiendo dos criterios: la adquisición de una
morfología tubular, como la que se muestra en la fig. 14.B, y accesibilidad a Dral del
promotor endógeno (veáse fig. 19.B panel inferior). Una vez comprobado que las
células habían diferenciado propiamente, se extrajo el ADN genómico de dichos
núcleos y se analizó mediante tratamiento con bisulfito sódico. Como se ve en la figura
21, no observamos desmetilación significativa a lo largo del promotor en la
construcción transgénica, incluso después de 7 días en medio bajo en suero.
Existen varias formas de explicar este resultado, aparentemente contradictorio
con lo que observamos in vivo. En primer lugar, el grado de metilación del gen tras el
tratamiento con Sssl es mayor que el observado en somitas posteriores de embriones de
e9.5. Sabemos que la represión causada por la metilación de ADN depende de la
densidad de citosinas metiladas, y que existe un umbral a partir del cual la represión es
estable y difícilmente se puede contrarrestar (Boyes and Bird, 1992). Por otro lado, la
línea celular utilizada, contiene un elevado número de copias del transgén metilado, el
cual está además integrado establemente en el genoma. De nuevo, si es necesario un
balance adecuado de los distintos factores de transcripción para iniciar el proceso de
desmetilación, puede que éstos no se encuentren en cantidad suficiente.
83
Resultados
MEF3 MEF2 CajaE c
TATA
n
3 4 5
G
Fig. 21. Las células C2C12 establemente transfectadas no desmetilan el promotor de
miogenina. ADN procedente de células C2CI2 establemente transfectadas con la construcción silvestre
metilada (wt+), y diferenciadas durante 7 dias fue analizado tras el tratamiento con bisulfito sódico. La
figura muestra el estado de metilación del promotor de miogenina en 18 clones. Los cuadrados blancos
representan citosinas sin metilar mientras que los negros indican citosinas modificadas.
Como se menciona más arriba, hasta la fecha sólo hay un caso descrito en la
literatura en el cual un factor de transcripción (lacl) es capaz de producir la
desmetilación de su secuencia de reconocimiento (lacO) cuando está se encuentra
establemente integrada en el genoma (Han et al., 2001). Sin embargo, la desmetilación
es parcial y variable dependiendo del clon analizado. Además el grado de desmetilación
es menor que cuando se analiza la misma secuencia en un sistema episomal, donde la
estructura de la cromatina es menos compacta.
Por este motivo decidimos analizar si la construcción metilada de miogenina se
desmetila cuando se introduce transitoriamente en células musculares. Para ello,
transfectamos células C2C12 con plásmidos conteniendo el fragmento entre -4.2 y +1.5
del gen metilado. Las células se recogieron tras 6 días en medio bajo en suero y se aisló
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el ADN plasmídico. Éste se analizó mediante tratamiento con bisulfito y, los resultados
se muestran en la figura 22.
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Kig. 22. Las células C2C12 no desmctilan el promotor de miogenina en ensayos de
transfecciones transitorias. Las células fueron transfectadas con 2.5 \xg de las construcciones de
miogenina indicadas, metiladas in vitro con Sssl. Tras 6 días en medio de diferenciación se extrajo el
ADN plasmídico y se analizó tras el tratamiento con bisulfito sódico. La figura muestra el estado de
metilación del promotor en la construcción salvaje, así como en construcciones que contienen el sitio de
unión de myí5 (5mut) o los sitios de myí5 y meO (3/5 mut) mutados.
Como se ve, aunque el número de clones analizados es menor tampoco en este
caso observamos desmetilación del promotor. De nuevo este resultado podría explicarse
si el balance de proteínas necesarias para promover la desmetilación de esta secuencia,
no es suficiente para actuar sobre el plásmido metilado. La realización de experimentos
adicionales en los que se transfectasen las células con vectores de expresión para los
distintos factores de transcripción, podría ayudar a estudiar si estos factores juegan un
papel en la desmetilación del promotor observada durante el desarrollo.
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DISCUSIÓN
1. METILACIÓN DEL ADN Y DESARROLLO EN VERTEBRADOS
La disrupción en ratón de proteínas implicadas en el establecimiento,
mantenimiento e interpretación del patrón de metilación genómica permite concluir que
los genes responsables de estos procesos son esenciales para el correcto desarrollo del
organismo. De este modo se ha observado que la alteración del patrón global de
metilación es letal en mamíferos (Li et al., 1992; Okano et al., 1999), y que incluso
alteraciones locales que conducen a hipo o hipermetilación de genes regulados por
imprinling pueden dar lugar a anormalidades durante el desarrollo (Tycko and
Ashkenas, 2000). Por otra parte, la mutación de algunos de estos genes ha sido asociada
con enfermedades en humanos. Así, mutaciones en el gen de la metilatransferasa de
novo DNMT3B da lugar al síndrome ICF (Inmunodeficiency. Centromeric inestability,
Facial anormalities) mientras que mutaciones en el gen de la proteína de unión a ADN
metilado MeCP2 por su parte, son las responsables del síndrome de Rett.
A pesar de la indudable importancia de esta modificación epigenética, el papel
que juega durante el desarrollo sigue dando lugar a controversia después de más de 25
años de estudio. Parece claro que la metilación del ADN está implicada, aunque no es la
única responsable, en el silenciamiento irreversible de muchos genes regulados por
imprinling o situados en el cromosoma X inactivo en hembras de mamíferos. Por otro
lado, un número creciente de estudios apoyan la idea de que esta modificación surgió
inicialmente como mecanismo de defensa frente a transposones. Además, se ha
propuesto un posible mecanismo de metilación y desmetilación de secuencias
reguladoras en la expresión de genes específicos de tejido. Sin embargo, como hemos
visto, la relación entre la metilación del ADN y la represión de genes durante el
desarrollo no está tan clara.
En este trabajo nos hemos planteado la hipótesis de que la metilación del ADN
pudiese estar jugando un papel en restringir la activación inicial de genes durante el
desarrollo en ratones. La metilación de secuencias reguladoras conduce a una represión
de la expresión génica que, en e! caso de regiones con una densidad baja de CpGs,
podría ser revertida en presencia de un enhancer fuerte (Boyes and Bird, 1992). Así
pues, estaríamos ante un proceso dinámico en el cual el balance entre la activación y la
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represión génica de secuencias metiladas dependería de la presencia de transactivadores
específicos, capaces de desplazar a las proteínas de unión a ADN metilado (Bird, 1992).
Para empezar a estudiar si la metilación del ADN juega un papel en restringir la
expresión génica en células progenitoras hasta un que número suficiente de factores de
transcripción se encuentren presentes, hemos analizado desde que estado se activan por
primera vez una serie de genes específicos de tejido con una densidad baja de CpGs.
Para ello hemos utilizado dos sistemas distintos. El primero consiste en la activación de
genes específicos de sangre en células madre hematopoiéticas procedentes de ratones
adultos. En el segundo, se analiza el estado de metilación del promotor de miogenina
durante el proceso de miogénesis en embriones de ratón.
2. DESMETILACIÓN DE SECUENCIAS REGULADORAS Y
ACTIVACIÓN GÉNICA
2.1. Células madre hematopoiéticas: potencial de diferenciación y
plasticidad celular
En los últimos años el interés por las células madre procedentes de animales
adultos ha aumentado considerablemente. Su capacidad de dividirse indefinidamente
tanto in vivo como in vilro, así como de diferenciarse hacia distintos tipos celulares,
hacen de ellas un modelo atractivo para el estudio de los mecanismos que regulan la
diferenciación celular. Al mismo tiempo, la observación de que células madre
procedentes de un tejido pueden ser capaces de diferenciarse hacia células de otros
tejidos permite pensar en ellas como una potente herramienta terapéutica. Aunque este
fenómeno de transdiferenciación celular se ha visto sometido a controversia en los
últimos años (Wagers et al., 2002), se ha sugerido que en él podrían estar implicados
mecanismos de reprogramación génica que incluirían una desmetilación del genoma
(Reik et al., 2001). Estos mismos mecanismos se sabe que juegan un papel muy
importante en el correcto desarrollo de embriones clonados a partir de núcleos de
células somáticas procedentes de adultos (revisado en Dean et al., 2003; Reik and Dean,
2003).
Dejando a un lado el fenómeno de transdiferenciación, las células madre
hematopoiéticas deben elegir uno entre los ocho posibles linajes dentro del sistema
hematopoiético. Podríamos pensar que en esta decisión fundamental juega un papel
importante la expresión de distintos factores de transcripción específicos para los
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diferentes linajes. Sin embargo, ratones deficientes en algunos de estos factores como
GATA-1, Pu-1 o Ikaros sugieren que la decisión inicial de diferenciar hacia un linaje u
otro puede ser independiente de ellos (Orkin and Zon, 1997; Shivdasani and Orkin,
1996). Se ha propuesto que esta decisión es en realidad un proceso al azar, facilitado por
la elevada plasticidad de estas células (Enver and Greaves, 1998).
2.2. Las células madre lin-, c-kit+, Sca-1+ coexpresan genes de varios
linajes hematopoiéticos
La aparición en los últimos años de técnicas que permiten tanto el aislamiento
como el cultivo de distintas poblaciones heniatopoiéticas con capacidad multipotencial,
han permitido avanzar rápidamente en su caracterización. Los primeros estudios
demostraron que estas poblaciones se encuentran preactivadas para varios linajes
hematopoiéticos. Así, estudios de expresión por RT-PCR mostraron que estas células
coexpresan genes íntimamente ligados con diferentes linajes (incluyendo P-globina,
MPO, IgH, EpoR y CD38), y ensayos de accesibilidad de sus secuencias reguladoras
indicaron que éstas eran simultáneamente activas en células con capacidad
multipotencial (revisado en Cross and Enver, 1997). El desarrollo de técnicas de RT-
PCR múltiple en células individuales confirmó que incluso en una única célula
coexisten factores específicos de linajes diferentes y permitió observar que esta
preactivacion se produce al azar (Delassus et al, 1999; Hu et al, 1997). El análisis de
coexpresión de P-globina, MPO y EpoR en células lin-, c-kit+, Sca-1+ permiten
concluir que la preactivacion génica también sucede en células madre con capacidad de
reconstitución a largo plazo procedentes de ratones adultos.
2.3. Las regiones reguladoras de genes hematopoiéticos se activan desde un
estado no metilado en células madre
Mediante secuenciación genómica de ADN tratado con bisulfito sódico hemos
demostrado que varias de estas secuencias reguladoras, como el enhancer distal de
MPO, el enhancer intrónico de IgH o el promotor de EpoR, se encuentran desmetiladas
simultáneamente en al menos una subpoblación de estas células. Parece también que el
mayor o menor grado de desmetilación de una secuencia dada se correlaciona con el
número de células madre que transcriben el gen.
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Además hemos estudiado si el estado basal a partir del cual se activan estos
genes varía durante la diferenciación de las células madre hacia células de diferentes
linajes. Mediante el análisis del estado de metilación de secuencias reguladoras en
distintas poblaciones hematopoiéticas, hemos demostrado que todas ellas permanecen
desmetiladas en las poblaciones celulares que expresan cada uno de los genes. Además,
en el caso concreto de IgH y EpoR, sus regiones reguladoras se encuentran metiladas en
células de sangre que no expresan dichos genes. Esto nos sugiere que la metilación del
enhancer intrónico de IgH y del promotor de EpoR podría estar ayudando a mantenerlos
en un estado inactivo en células donde no deban expresarse. Un fenómeno parecido se
observa en el enhancer ¡ntrónico de la cadena ligera K de las inmunoglobulinas. Este
enhancer se desmetila durante el proceso de maduración de células B, y se ha propuesto
que su desmetilación es necesaria para la activación del locus (Üchtenstein et al., 1994).
En el caso de MPO no hemos detectado cambios en el patrón de metilación de su
enhancer, el cual permanece siempre sin metilar en todas las células hematopoiéticos
analizadas, incluso aunque no expresen el gen. Podemos concluir, por tanto, que la
metilación de esta secuencia no juega ningún papel en restringir la expresión de MPO
en otros tipos celulares, al menos de sangre. Su expresión dependiente de tipo celular
vendría regulada por otros mecanismos, y de hecho se ha descrito que depende de la
unión de diferentes isoformas del factor C/EBP al enhancer, y de los distintos estados
de fosforilación de estas isoformas (Ford et al., 1996). Hay que señalar que, en
humanos, la región promotora del gen de MPO sufre cambios en el patrón de
metilación, dependientes del estado de diferenciación (Lubbert et al., 1991). Sin
embargo hay que tener cautela a la hora de interpretar estos resultados, ya que los
estudios se realizaron en líneas celulares, y utilizando enzimas de restricción sensibles a
metilación. Mediante la digestión con enzimas de restricción sólo pueden ser analizadas
aquellas citosinas situadas en el sitio de reconocimiento de la enzima. La ventaja de
utilizar el método de secuenciación genómica tras el tratamiento con bisulfito sódico es
obvia, ya que permite analizar al mismo tiempo todos los CpGs en una secuencia dada.
Adicionalmente, el realizar los estudios sobre células aisladas directamente del animal
permite evitar posibles alteraciones en el patrón de metilación.
Como hemos visto, las regiones promotoras de una serie de genes específicos de
sangre parecen estar simultáneamente activadas en células madre hematopoiéticas,
también en términos de desmetilación de ADN. Al igual que sucede con la coexpresión
de genes de distintos linajes en células individuales, no todos los alelos de todos los
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genes analizados están desmetilados al mismo tiempo en la misma población. Estudios
previos de genes como GATA-1 o EpoR, que están preactivados a nivel de cromatina en
células multipotentes, revelan que sólo una fracción de los sitios es completamente
accesible en dichas células (Heberlein et al., 1992; Ronchi et al., 1997; Youssoufian,
1994). La ausencia de una remodelación completa como la que se observa en células
maduras puede ser la responsable de mantener a las células en un estado de
semiactivación para varios, si no todos, los linajes hematopoiéticos. Desde este estado
basal es fácil pensar que el aumento estocástico de los niveles de un factor determinado
pueda determinar a la célula hacia un linaje u otro. Una vez iniciada la diferenciación,
las células mantendrían esta opción elegida al azar mediante la activación de los genes
adecuados y el silenciamiento de aquellos relacionados con otros tipos celulares.
2.4. El promotor de miogenina se encuentra desmetilado en una
subpoblación de células lin-, c-kit+, Sca-1+
Además de las secuencias reguladoras de genes hematopoiéticos, hemos
analizado el estado de mediación del promotor de miogenina en células lin-, c-kit+, Sca-
1+. Miogenina pertenece a la familia de factores de transcripción específicos de
músculo con un dominio bHLH y es absolutamente necesaria para la diferenciación de
músculo esquelético (revisado en Amold and Braun, 2000). Nuestros datos sugieren que
su promotor se encuentra metilado en todos los CpGs en la mayoría de las células
progenituras de sangre. Sin embargo, existe un pequeño porcentaje de alelos en los que
esta secuencia se encuentra completamente desmetilada en los tres CpGs anteriores al
inicio de la transcripción. Estas mismas citosinas están también sin metilar en células de
músculo esquelético de ratones neonatos, que expresan cantidades elevadas del gen. A
la vista de estos resultados decidimos estudiar si nuestra población lin-, c-kit+, Sca-1 +
expresaba miogenina o algún otro factor muscular como Myf5, aunque el análisis por
RT-PCR demostró que las células madre hematopoiéticas no expresan cantidades
detectables de ninguno de estos genes. Parece, por tanto, que la desmetilación del
promotor en algunas de las células no se corresponde con expresión del gen, lo que
además elimina la posibilidad de que la población inicial esté contaminada con células
de músculo.
Nuestros resultados sugieren que existe una pequeña subpoblación de células
madre hematopoiéticas que podría mantener además algunos promotores de genes no
hematopoiéticos en una conformación abierta. Sin embargo, es difícil comprobar que
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este fenómeno sea funcionalmente relevante in vivo. Tampoco se puede analizar si estas
células que mantienen desmetilado el promotor de miogenina, mantienen desmetiladas
al mismo tiempo secuencias reguladoras de genes hematopoiétieos. Debido a esto y a la
controversia aparecida durante el desarrollo de esta tesis acerca del potencial de
transdiferenciación de células madre (Wagers et al., 2002), decidimos completar el
estudio del papel de la metilación del gen de miogenina, con el estudio de la
desmetilación de su promotor en un entorno más fisiológico: el proceso de miogénesis
durante el desarrollo de ratones.
A lo largo de la primera parte de esta tesis hemos podido comprobar que las
células madre hematopoieticas suponen un modelo excelente para el estudio del papel
de la metilación del ADN en la activación inicial de genes. Por un lado, nos permiten
analizar el estado basal desde el cual se activan genes de todos los linajes
hematopoiétieos. Por otro, al proceder de ratones adultos, podemos suponer que han
alcanzado el patrón final de metilación, el cual se completa hacia el día 6.5 del
desarrollo embrionario. Sin embargo, tienen también una desventaja, que es la propia
preactivación génica a nivel transcripcional. Asi, aunque estas células representan el
estado basal desde el cual se activan muchos genes hematopoiétieos, el sistema no
permite analizar el estado de metilación de las secuencias reguladoras justo antes de la
activación de estos genes.
2.5. Desmetilación de miogenina durante el proceso de miogénesis en
ratones
Esta situación sin embargo, sí es posible estudiarla in vivo en el caso de la
activación inicial del gen de miogenina durante el desarrollo embrionario en ratones.
Como hemos visto, la miogenina es un gen específico de músculo esquelético que se
activa inicialmente en la somitas más anteriores de embriones de d8.5 (Sassoon et al.,
1989). Un día más tarde, encontramos en el embrión un gradiente de expresión rostro-
caudal del gen, como el que se observa en la figura 8 de los resultados. Es posible, por
tanto, aislar células que ya han activado el gen en las somitas anteriores, de aquellas que
todavía no expresan miogenina (somitas posteriores y mesodermo presomítico).
El análisis del estado de metilación del promotor en ambas poblaciones, así
como en células de músculo esquelético de ratones neonatos nos permite concluir que el
promotor de miogenina se desmetila durante el proceso de miogénesis en ratones. La
desmetilación de cada uno de los cinco CpGs que contiene es de aproximadamente un
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25-30% al pasar de somitas posteriores a somitas anteriores, con la excepción de CpG3.
Ésta permanece sin metilar en casi todos los clones procedentes de células musculares o
con potencial miogénico, lo que no sucede en otros tipos celulares. Sin embargo, la
importancia funcional de esta observación no se conoce. Los ensayos de retardo de la
movilidad electroforética en gel utilizando sondas metiladas o sin metilar en esta
citosina, sugieren que no está relacionada con la inhibición de la unión de proteínas
específicas de músculo a dicha secuencia. Por otro lado, un examen más detallado de los
resultados nos permite observar que, mientras que en células procedentes de somitas
posteriores no encontramos ningún alelo completamente desmetilado, en somitas
anteriores hasta un 40% de los clones están desmeti lados en los CpGs que rodean a los
sitios de unión para factores de transcripción. Un fenómeno similar se observa en el
enhancer distal de MyoD, donde la desmetilación de CpGs es previa a la activación del
gen (Brunk et al., 1996).
3. PAPEL DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN Y LA
MUTILACIÓN DEL ADN EN LA GENERACIÓN DE CROMATINA ACTIVA
Utilizando el gen de miogenina como modelo, el segundo objetivo general de
esta tesis fue estudiar el posible papel de los factores de transcripción en la activación
de genes desde un estado metilado.
3.1. La expresión de miogenina depende de factores bHLH específicos de
músculo y de proteínas de las familias M i l . y Six
La expresión del gen de miogenina durante el desarrollo depende de tres familias
de factores de transcripción: proteínas tipo bHLH específicas de músculo (Myf5,
MyoD, miogenina y MRF4), proteínas de la familia MEF2 (MEF2A-D) y factores con
un dominio homeobox de la familia Six (Six 1 y 4). El promotor de miogenina tiene
sitios de unión para todos ellos, y la mutación de estas secuencias en ratones en los que
la expresión de lacZ está bajo el control del promotor tiene distintos efectos, aunque
todas ellas son esenciales para una expresión correcta del gen. Así la mutación de la caja
E proximal elimina completamente la expresión de lacZ en el contexto del promotor
mínimo (Yee and Rigby, 1993), mientras que la mutación de los sitios de unión para
MEF2 y Six da lugar a un patrón de expresión alterado del transgén. En ambos casos
sólo se obtiene activación en una subpoblación limitada de las células que expresan
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miogenina, siendo lo más característico el retraso o eliminación completa de la
activación en los músculos de las extremidades (Spitz et al., 1998; Yee and Rigby,
1993).
Por otro lado, resultados similares se han obtenido utilizando modelos animales
en los que se han eliminado algunas proteínas de estas familias. Así, mientras que
ratones deficientes en MyoD no tienen ningún fenotipo muscular, la eliminación de
Myf5 da lugar a un retraso en la activación de miogenina y en la formación de
miotomos. Sin embargo, el proceso de miogénesis en estos ratones continua
normalmente a partir de la activación de MyoD, lo que sugiere que ambas proteínas
tienen efectos solapantes. Esto se confirma con la observación de que el doble mutante
para ambas proteínas no forma músculo esquelético (Arnold and Braun, 1996). Por su
parte, ratones deficientes en Sixl presentan un retraso en la activación de miogenina y
MyoD en los precursores de músculos de las articulaciones (Laclef et al., 2003).
Nuestros datos de RT-PCR en células individuales de somitas de embriones de
e9.5 están acuerdo con el papel previamente descrito para estas proteínas en la
activación de miogenina durante el desarrollo. Hemos visto que MEF2A se expresa en
la mayoria de las células tanto en somitas anteriores como posteriores, y que entre un 30
y un 45 % coexpresan MEF2A y Sixl. Sin embargo, la expresión de miogenina es
absolutamente dependiente de Myf5, y sólo se detecta en células de somitas anteriores
que coexpresan los tres factores. En células procedentes de somitas posteriores sólo se
observa expresión de Myf5 en los pocilios que contienen 100 células, donde no se
observa todavía expresión de miogenina. Esta aproximación presenta la ventaja sobre
los estudios mediante hibridación in situ o tinción con p-gal de permitirnos estudiar la
expresión de los distintos factores en una célula dada.
Por otra parte, las transfecciones transitorias del promotor de miogenina en
células CV-1 confirmaron que Myf5, MEF2A y Sixl son capaces de activar el promotor
cuando éste se encuentra sin metilar y que el efecto es aditivo y máximo cuando se
cotransfectan los tres factores. En esta misma dirección, la mutación de los tres sitios de
unión en el promotor proximal disminuye notablemente la activación del promotor sin
metilar en células musculares C2C12 diferenciadas. La actividad residual que se
observa en la construcción mutada puede ser debida a la presencia de otras cajas E en la
región 5' reguladora del promotor (Yee and Rigby, 1993).
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3.2. La metilación del promotor de miogenina inhibe su activación
transcripcional en ensayos de transfecciones transitorias
Durante el desarrollo de esta tesis quisimos estudiar el efecto que tenía la
metilación del promotor de miogenina en la activación del gen y el papel de los distintos
factores de transcripción en la activación desde un estado metilado. Los experimentos
iniciales de transfecciones transitorias con el promotor de miogenina demostraron que la
metilación del plásmido inhibe la expresión del gen tanto en células CV-1 como en
miotubos C2C12. En e! caso de los fibroblastos CV-1 tampoco se obtuvo activación tras
la cotransfección de la construcción metilada con vectores de expresión para Myf5,
MEF2A y Sixl. Parece, por tanto, que la presencia de los factores de transcripción
necesarios para la expresión de miogenina no es suficiente para activar la transcripción
cuando la construcción se encuentra metilada, al menos en ensayos de transfecciones
transitorias. Estos resultados parecen contradecir la hipótesis de que en regiones con una
densidad baja de CpGs la presencia de factores de transcripción específicos de tejido es
suficiente para activar desde un estado metilado.
Sin embargo, esta aproximación experimental tiene una serie de desventajas, que
podrían estar afectando al resultado observado. Por una parte, la metilación in vitro de
las construcciones con la enzima Sssl afecta a todas las citosinas en dinucleótidos
CpG. La densidad de nucleótidos metilados es, por tanto, mayor a la observada en
somitas posteriores de embriones de e9.5, que representarían el estado basal de
activación inicial del promotor durante el desarrollo. Además, la enzima estaría
metilando también las secuencias del gen de la luciferasa, y del vector en el que
promotor y gen reportero están clonados. Aunque la densidad de CpGs en el gen de la
luciferasa es aproximadamente igual a la del gen de miogenina, el promotor, de origen
bacteriano, tiene un alto contenido en este dinucleótido. Por tanto, la densidad de
metilación en nuestras construcciones es mucho mayor que la del gen endógeno, y
podría ser lo suficientemente elevada como para dar lugar a una represión estable de la
transcripción. Un fenómeno similar se ha observado en ensayos de transfecciones
transitorias con el promotor del gen de prolactina (Ngo et al., 1996). En este trabajo se
observa que, mientras que la metilación del plásmido entero inhibe completamente la
activación del promotor en células que expresan el gen, la metilación diferencial que
afecta exclusivamente a secuencias del gen de prolactina permite obtener un 40% de la
activación que se obtiene con el plásmido sin metilar. Es probable por tanto, que la
metilación de secuencias exógenas pueda estar afectando también al resultado obtenido
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con el promotor de miogenina. La realización de experimentos adicionales en los que se
metile diferencialmente la construcción, dejando el vector y el gen de la luciferasa sin
modificar, podría permitir abordar este problema.
El segundo inconveniente de las transfecciones transitorias consiste en que el
plásmido no es capaz de replicar en las células en nuestras condiciones experimentales.
Por tanto, si para la activación del gen es necesaria una desmetilación de las secuencias
reguladoras, y esta desmetilación es pasiva y dependiente de replicación, tampoco
seríamos capaces de detectarla.
3.3. El promotor de miogenina se encuentra en una conformación accesible
a nucleasas en miotubos C2C12
Por todo ello, decidimos adoptar una aproximación experimental que mimetizase
mejor lo que está ocurriendo en el interior de la célula. El ADN en una célula eucariota
está empaquetado junto con histonas y otras proteínas en una estructura denominada
cromatina. La unidad básica de esta estructura, el nucleosoma, está formada por 146 pb
de ADN enrollados alrededor de un octamero de proteínas, compuesto por dos copias de
cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4. A su vez los nucleosomas interaccionan
entre sí para dar lugar a una estructura compacta que limita el acceso al ADN genómico,
reprimiendo así la expresión génica. Sin embargo, los promotores y enhancers de genes
transcripcionalmente activos suelen estar asociadas con sitios de hipersensibilidad a
nucleasas, que carecen de nucleosomas convencionales (Felsenfeld et al., 1996).
En este trabajo hemos analizado la presencia de sitios de hipersensibilidad a
DNasas en el gen de miogenina de ratón. Hemos observado que, como era previsible, el
promotor proximal del gen se encuentra en una conformación más accesible a nucleasas
en células C2C12 diferenciadas. Además hemos detectado la presencia de otras dos
regiones de hipersensibilidad (HS2 y HS3) en estas células, situadas en el primer intrón
del gen. Los tres sitios fueron confirmados mediante la digestión de los núcleos con
enzimas de restricción, en un ensayo que tiene además la ventaja de ser cuantitativo.
Aunque la importancia funcional de los sitios HS2 y HS3 no ha sido analizada, el
análisis comparativo de la secuencia del primer intrón indica que la región 5'del mismo
está altamente conservada en ratón, rata y humanos. Esto sugiere que puedan ser
relevantes en el control transcripcional del gen. A favor de esta hipótesis está la
observación de que el control transcripcional de Myf5, que tiene una distribución
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similar de intrones y exones a miogenina, está regulado por varios enhancers discretos,
uno de ellos situado en este primer intrón (Hadchouel et al., 2003).
3.4. Influencia de los factores lil 11 11 específicos de músculo y de proteínas
MI I 2 y Six en la formación del sitio HS1 del promotor de miogenina
La activación inicial de genes durante el desarrollo viene acompañada por la
formación de sitios hipersensibles a DNasas en regiones reguladoras de locus
inicialmente silentes. Estudios con el enhanccr pA/e de la globina de pollo y el sitio HS-
4 de la p-globina humana demostraron que la formación de un HS depende de la unión
aditiva de factores de transcripción específicos de tejido a sus secuencias (Boyes and
Felsenfeld, 1996; Stamatoyannopoulos et al., 1995). Mediante ensayos de acccesibilidad
a enzimas de restricción en líneas celulares conteniendo distintas mutaciones en el
promotor de miogenina, hemos demostrado que la formación del HS depende de la
presencia de sitios de unión para factores de las familias MEF2 y Six.
Sorprendentemente, la mutación de la caja E proximal del promotor por sí misma no
tiene ningún efecto en la formación del HS1. Esto podría ser debido a que todas las
construcciones mantienen intacta una segunda caja E en el extremo más 5' del
promotor, ya que se ha descrito que la expresión de miogenina en ratones transgénicos
depende de la presencia de una de estas secuencias, aunque su localización parece no
tener importancia (Yee and Rigby, 1993). Sin embargo, la secuencia concreta de esta
segunda caja E del promotor de miogenina no une factores de la familia bHLH, al
menos en ensayos de retardo en gel (Edmondson et al., 1992). Por otra parte, los datos
de RT-PCR en células individuales mostraban que un 30-45% de las células coexpresan
MEF2A y Sixl tanto en somitas anteriores como posteriores, mientras que la activación
de miogenina viene determinada por la expresión de Myf5 que aparece más tarde. En
conjunto nuestros datos parecen indicar que mientras que proteínas de unión a los sitios
mef2 y mef? son necesarias para la generación de cromatina activa en el promotor de
miogenina, los factores bHLH (y en concreto Myf5) jugarían un papel posterior en la
activación inicial del gen.
Estos resultados concuerdan con trabajos en los que se describe que las proteínas
MEF2 pueden jugar un papel en remodelar la cromatina alrededor del promotor de
miogenina durante la diferenciación de células de músculo. Se sabe que en mioblastos
sin diferenciar, MEF2 recluta proteínas deacetilasas de histonas de clase II (HDAC 4, 5,
7 y 9) a promotores específicos de músculo. Estas proteínas a su vez, están asociadas a
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HP1, molécula adaptadora que se une a metilasas de la histona H3 en la lisina 9,
reprimiendo la expresión génica (Zhang et al., 2002). Tras la inducción de la
diferenciación, estas HDACs se disocian de MEF2 y se translocan al citoplasma, en un
proceso señalizado por la ruta de la calcio calmodulina quinasa (CaMK) y dependiente
de chaperonas (Lu et al., 2000; McKinsey et al., 2000a; McKinsey et al., 2000b).
Durante el proceso de diferenciación a miotubos, MEF2 se une a proteínas
coactivadoras con actividad acetiltransferasa como GRIP-1 (Chen et al., 2000), o CBP
(De Luca et al., 2003; Sartorelli et al., 1997). De hecho, la actividad acetiltransferasa de
CBP es necesaria para la diferenciación miogénica (Polesskaya et al., 2001). MEF2
también se une a proteínas con actividad metiltransferasa de histonas como CARM1
(Chen et al., 2002). Todas estas proteínas están asociadas con la generación de
cromatina activa.
Sin embargo, la observación de que la mutación de la caja E proximal no afecta
a la formación del sitio de hipersensibilidad en el promotor no concuerda fácilmente con
trabajos publicados por otros grupos. Nuestros resultados indicarían que los factores que
se unen a esta secuencia, como MyoD o Myf5, a pesar de ser necesarios para la
expresión del gen, no juegan un papel fundamental en la formación del sitio HS. En
clara contradicción con nuestras observaciones, la sobreexpresión de MyoD en
fibroblastos 10T1/2 es capaz de de aumentar la accesibilidad del promotor de miogenina
a enzimas de restricción, así como de iniciar la expresión del gen endógeno (Gerber et
al., 1997). Aunque estos resultados sugieren que MyoD sí que es necesario para
remodelar la cromatina alrededor de promotores musculares es conveniente tener en
cuenta las diferencias entre las dos aproximaciones experimentales. En el trabajo
mencionado, los autores sobreexpresan establemente una proteína de fusión entre MyoD
y la región de unión a ligando del receptor de estrógenos (ER), y analizan la formación
de HS en presencia o ausencia de hormona. En este contexto, no se puede eliminar la
posibilidad de que sea el dominio de ER el que reclute moléculas remodeladoras de
cromatina al promotor. De hecho, se ha descrito que p300/CBP, así como GRIP-1 o
CARM1, interaccionan con el dominio de unión a hormona de ER y otros receptores
nucleares de forma dependiente de ligando (Chakravarti et al., 1996; Hanstein et al.,
1996).
La segunda diferencia fundamental entre los dos trabajos, es el tipo celular
utilizado. Así, nuestros estudios fueron realizados en células específicas de músculo
C2C12, mientras que Gerber y cois, utilizaron fibroblastos de origen pan-mesodérmico
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10T1/2. Quizás, la diferencia entre los resultados obtenidos se deba a que los
requerimientos en ambos tipos celulares sean diferentes y que MyoD o Myf5 sean
necesarios, además de otros factores, para la activación de genes musculares en células
más primitivas.
Es necesario mencionar también que existen otros trabajos que relacionan a
MyoD con actividades remodeladoras de cromatina. Al igual que sucedía con MEF2, se
ha descrito que en mioblastos sin diferenciar MyoD interacciona con deacetilasas de
histonas, en este caso de clase I (Mal et al., 2001) y con proteínas correpresoras como
N-CoR (Bailey et al., 1999). La inducción de la diferenciación da lugar a la disociación
de HDACs y unión de proteínas con actividad acetilasa como CBP/p300 (Eckner et al.,
1996; Puri et al., 1997a; Sartorelli et al., 1997; Yuan et al., 1996) o PCAF (Puri et al.,
1997b). En miotubos diferenciados MyoD también es capaz de interaccionar con
factores remodeladores de cromatina dependientes de ATP de la familia de SWI/SNF
(de la Sema et al., 2001a; de la Serna et al., 2001b).
3.5. La metilacion del promotor de miogenina disminuye el número de
células capaces de formar un HS
Como hemos visto en la introducción de esta tesis parece que la metilacion del
ADN inhibe la expresión génica porque afecta a la estrucura de la cromatina. Estudios
en los que se transfectó establemente el gen de cc-actina metilado o sin metilar en
células L de ratón, demostraron que la metilacion de la construcción dirigía al transgén
a una estructura más resistente a DNasas (Keshet et al., 1986). Por otro lado la
integración de un transgén metilado en regiones especificas del genoma inhibe su
transcripción con respecto al transgén sin metilar. Esta represión ocurre en ausencia de
metilacion de novo y va acompañada de hipoacetilacion de histonas H3 y H4 alrededor
de las secuencias flanqueantes (Schubeler et al., 2000). En las condiciones utilizadas por
estos autores el promotor del gen metilado se encuentra en una conformación insensible
a DNasas mientras que el enhancer se desmetila y adopta una conformación más
accesible a estas nucleasas. Sin embargo, la remodelación del enhancer no es suficiente
para activar la transcripción del gen.
Utilizando líneas celulares transfectadas con la construcción salvaje de
miogenina metilada in vilro, hemos observado que la metilacion de secuencias
reguladoras disminuye la probabilidad de formar un sitio HS en más de un 60%, aunque
no la anula completamente. Hemos investigado además cuál puede ser el mecanismo
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responsable de esta inhibición, mediante estudios cinéticos de corte con enzimas de
restricción en núcleos. Se pueden proponer dos modelos, que están representados en la
figura 1. En el primero, la unión de factores de transcripción a sus secuencias
aumentaría la probabilidad de mantener la región libre de nucleosomas, de forma que se
crearía un sitio completamente activo, mientras que la unión de MBDs a CpGs
metiladas mantendría la región en un estado inaccesible. La menor accesibilidad en el
caso de las líneas transfectadas con la construcción metilada vendría dada por la
existencia de dos subpoblaciones de núcleos, una hipersensible y otra inaccesible. En
este caso la digestión de núcleos con enzimas de restricción seguiría una cinética similar
a la observada con la construcción sin metilar.
El segundo modelo propone la existencia de una única población de núcleos, en
la cual factores de transcripción y MBDs intentarían unirse al mismo tiempo al
promotor. En este caso, la digestión con enzimas de restricción sería más lenta, pero
éstas acabarían cortando en todos los sitios. Nuestros resultados apuntan a que la
metilación del ADN disminuye el número de células capaces de formar un sitio de
hipersensibilidad, pero que en aquellas en que se forma, el sitio es completamente
activo. Esta observación tiene importantes consecuencias, ya que implica que existe un
pequeño porcentaje de células en las cuales la presencia de factores de transcripción es
capaz de contrarrestar los efectos inhibitorios de la metilación del ADN.
Modelo 1 Modelo 2
Fig. 1. Modelas de inhibición de la formación de un HS por metilación. El modelo I supone
la existencia de dos subpoblaciones de núcleos, una en la cual los factores de transcripción (FTs) son
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capaces de desplazar completamente a las proteínas de unión a ADN motilado, y otras en la cual son estas
proteínas las que se unen a cítosinas metiladas (esferas grises). La unión de MBDs al promotor es capaz
de reclutar proteínas con actividad deacetilasa (HDAC), compactando así los nucleosmas y excluyendo la
unión de los FTs. En el segundo modelo los FT y las MBDs compiten por unirse a una misma secuencia
reguladora, generando en todas la células una estructura que es sólo parcialmente accesible a las enzimas
de restricción (ER) utilizadas en los ensayos.
3.6. Ausencia de desmetilación del promotor de miogenina motilado in viíro
durante la diferenciación de células C2C12
Trabajos con el gen de miogenina de ratón muestran que durante la
diferenciación de células C2C12 de mioblastos a miotubos la desmetilación de una
citosina en la región 5' reguladora es previa a la expresión del gen (Lucarelli et al.,
2001). Además, nuestros resultados indican que las citosinas situadas en el promotor
proximal de miogenina se desmetilan progresivamente durante el proceso de miogenesis
en ratones. Este desmetilación parece ser previa a la activación del gen, ya que el
número de células que expresan miogenina en somitas anteriores es menor al porcentaje
de alelos completamente desmetilados en el promotor. Todo esto nos llevó a investigar
si las células C2C12 podrían desmetilar el promotor de miogenina en construcciones
metiladas in vitro en respuesta a estímulos de diferenciación.
Se ha descrito que en algunos casos la formación de un sitio de hipersensibilidad
es previa y al mismo tiempo necesaria para la desmetilación de las secuencias asociadas.
Por otra parte esta desmetilación podría ser debida a la presencia de factores de
transcripción específicos (Han et al., 2001; Hsieh, 1999). Nuestros resultados indican
que, aunque la metilación del promotor de miogenina disminuye en más de un 60% la
probabilidad de formar el HS, el promotor es completamente accesible en un pequeño
porcentaje de las células. Además las células C2C12 diferenciadas contienen todos los
factores de transcripción necesarios para la expresión de miogenina (datos no
mostrados). Teniendo esto en cuenta, parece lógico pensar que el proceso de
diferenciación de células C2C12 transfectadas con el gen de miogenina metilado
conduciría a una desmetilación de sus secuencias reguladoras, al menos en un
porcentaje de las células. Nuestros resultados, por el contrario, sugieren que la presencia
de los factores de transcripción adecuados no son suficientes para desmetilar el
promotor de miogenina en células transfectadas con el promotor metilado in vitro. Sin
embargo, como se ha mencionado anteriormente, el sistema presentaba una serie de
desventajas, siendo las más destacadas la presencia de un elevado número de copias del
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transgén y el mayor grado de metilacion del mismo con respecto al gen endógeno. Si es
necesario un correcto balance entre factores de transcripción y MBDs para que se
produzca esta desmetilación, no seríamos capaces de detectarla. Quizás la
cotransfección en células C2C12 del promotor metilado junto con vectores de expresión
para los distintos factores de transcripción nos ayudase a solucionar este problema.
4. CONCLUSIONES FINALES Y PERSPECTIVAS FUTURAS
En los últimos años han aparecido una serie de trabajos en los que se revisa el
papel de la metilacion del ADN en la regulación de la expresión génica. Cabe destacar
los estudios recientes realizados con embriones de Xenopus, donde la eliminación de la
proteína xDNMTl materna utilizando un ARN antisentido da lugar a una activación
prematura de una serie de genes importantes para el desarrollo antes de la transición
midblástula (Stancheva et al., 2002; Stancheva and Meehan, 2000). Sin embargo en
ningún caso se detectó expresión ectópica de los genes analizados. En su conjunto, estos
resultados sugieren que la metilacion del ADN puede jugar un papel en regular el
momento de activación de genes durante el desarrollo en Xenopus. La observación en
ratones de que el promotor de miogenina presenta un grado de metilacion mayor en
células de somitas que no expresan el gen, junto con el hecho de que la metilacion de
esta secuencia disminuye el número de células capaces de formar un sitio de
hipcrsensibilidad, sugieren que esta modificación puede ayudar a mantener el estado
inactivo hasta el momento adecuado del desarrollo.
El estudio del papel de la metilacion del ADN en el control de la expresión
génica en mamíferos ha estado sujeto a la complejidad del fenotipo de los ratones
deficientes en las distintas metiltransferasas y MBDs (Hendrich et al., 2001; Lei et al.,
1996; Li et al., 1992; Okano et al., 1999; Tate et al., 1996; Walsh and Bestor, 1999). Sin
embargo, trabajos muy recientes han demostrado que la expresión del gen de IL-4 en
células Th2 depende de un balance adecuado entre MBD2 y el factor GATA-3,
responsable de la activación del gen (Hutchins et al., 2002). Además, ratones deficientes
tanto en MBD2 como en DNMT1 presentan expresión ectópica de dicha citoquina
(Hutchins et al., 2002; Makar et al., 2003). Sería interesante por tanto, analizar si la
eliminación de alguna de estas proteínas afecta a la expresión de miogenina durante el
desarrollo embrionario. La disponibilidad y viabilidad de ratones deficientes en MBD2,
que podrían cruzarse con ratones en los que la expresión de lacZ está bajo el control del
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promotor de miogenina, permitiría el análisis de la expresión del transgén en somitas de
embriones de diferentes edades.
Por otra parte, estudios con el promotor del gen de la tirosina aminotransferasa
(Tat) específico de hígado apoyan la idea de que la metilación del ADN pueda actuar
como mecanismo de memoria en las células (Thomassin et al., 2001). En este trabajo se
demuestra que el receptor de glucocorticoides (GR) induce la desmetilación de la región
reguladora de Tat en respuesta a hormona, y que esta desmetilación prepara a la célula
para futuras respuestas a glucocorticoides. Durante el desarrollo en roedores, GR induce
desmetilación justo antes del nacimiento, momento en el cual el gen no es todavía
inducible. Sin embargo, esta desmetilación podría preparar al promotor para la rápida
estimulación por hipoglucemia que ocurre al nacer. De este modo, la metilación del
ADN jugaría un papel en la determinación celular, permitiendo que las células
"recordasen" una activación transcripcional previa y respondiesen al estímulo siguiente
de forma más rápida. Una función parecida se ha propuesto para la metilación del
enhancer distal del gen especifico de músculo MyoD (Brunk et al., 1996). Como se ha
mencionado anteriormente, se ha observado que este enhancer se desmetila durante el
proceso de somitogénesis en ratones, y que dicha desmetilación es previa a la activación
del gen. Sin embargo, la mutación de tres CpGs en dicho enhancer no da lugar a una
expresión prematura o ectopica del gen. Aunque estos resultados pueden ser explicados
de varias formas, los autores proponen que la desmetilación del enhancer en una
subpoblación de células antes de la activación del gen, lo hacen más accesible y capaz
de responder con mayor facilidad a futuras señales extracelulares. Quizás la
desmetilación del promotor de miogenina que ocurre durante el proceso de miogénesis
esté jugando un papel similar en la regulación del gen.
Como vemos, el estudio del papel que juega la metilación del ADN en el
desarrollo en vertebrados es complejo, y sigue dando lugar a controversia. Sin embargo,
el desarrollo de nuevas técnicas, así como el análisis de animales deficientes en las
proteínas implicadas, puede ayudarnos a comprender mejor la función de una
modificación que afecta al 70% de dinucleótidos CpG en mamíferos.
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1. Las células madre hematopoiéticas lin-, c-kit+, Scal+, procedentes de médula
ósea de ratones adultos, coexpresan genes específicos de varios linajes hematopoieticos.
2. Las regiones reguladoras de los genes de p-globina, IgH, y EpoR se
encuentran desmetiladas simultáneamente en al menos una subpoblación de células lin-,
c-kit+, Sca-1+. Además todas ellas permanecen desmetiladas en aquellos tipos celulares
diferenciados que expresan cada uno de los genes.
3. El promotor de miogenina se encuentra desmetilado en una pequeña
subpoblación de células lin-, c-kit+, Sca-1+, aunque dicha desmetilación no se
corresponde con expresión del gen en estas células.
4. El promotor de miogenina se desmetila durante el proceso de miogénesis en
ratón, de tal forma que el grado de metilación en somitas posteriores de embriones de
e9.5 es mayor que en somitas anteriores. La desmetilación alrededor de los sitios de
unión de factores de transcripción es completa en músculo esquelético de ratones
neonatos.
5. La desmetilación del promotor de miogenina parece ser previa a la activación
del gen, ya que el porcentaje de alelos desmetilados en somitas anteriores es mayor al
número de células que expresan el gen. Este porcentaje se corresponde con el número
de células individuales que coexpresan MEF2A y Sixl.
6. El promotor de miogenina se encuentra en una conformación hipersensible a
DNasal en células C2C12 diferenciadas.
7. La formación del sitio de hipersensibilidad del promotor de miogenina sin
tnetilar depende de los sitios de unión de factores de MEF2 y Six, y es independiente de
la mutación de la caja E proximal del promotor. La mutación de esta secuencia coopera,
sin embargo, con las dos otras mutaciones en la generación de un sitio completamente
inaccesible.
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8. La metilación del gen de miogenina disminuye el número de células capaces
de formar un sitio de hipersensibilidad. En aquellas células que se forma, el sitio es
completamente activo.
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